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1. Einleitung 
Tumore des Kolons und Rektums sind eine weit verbreitete Krebserkrankung mit ca. 412 900 
Neuerkrankungen jährlich in Europa [Ferlay et al., 2007]. Neben der genetischen Disposition 
und Umweltfaktoren scheint das Ernährungsverhalten die kolorektale Kanzerogenese 
maßgeblich zu beeinflussen. So weist das amerikanische Institut für Krebsforschung (AICR) 
darauf hin, dass bis zu 45 % aller kolorektalen Tumore durch eine „gesunde Lebensweise und 
Ernährung“ präventiv zu vermeiden wären [AICR, 2009].  
Das Gesundheitsbewusstsein in der Bevölkerung ist in den letzten Jahren stark gestiegen, 
jedoch sind die Ernährungsgewohnheiten in den westlichen Industrienationen häufig durch 
einen geringen Konsum an Obst und Gemüse geprägt. Der Identifizierung von Lebensmitteln 
und -inhaltsstoffen mit einem möglichen chemopräventiven Potential kommt daher sowohl 
großes wissenschaftliches als auch wirtschaftliches Interesse zu. Im Fokus der 
chemopräventiven Forschung stehen Lebensmittel wie beispielweise Äpfel und Beeren sowie 
daraus hergestellte Produkte. Äpfel und Apfelsaft stellen die meistkonsumierte Frucht bzw. 
den meistkonsumierten Fruchtsaft in Deutschland mit einem jährlichen Pro-Kopf Verbrauch 
von 18,4 kg bzw. 9,2 l dar [Ellinger, 2007; Verband der deutschen Fruchtsaftindustrie, 2008]. 
Aus Beeren gewonnene Getränke, darunter vor allem Wein und auch Traubenfruchtsäfte, 
werden mit einem Pro-Kopf Verbrauch von 24,3 l bzw. 1,0 l pro Jahr ebenfalls stark 
konsumiert [Deutsches Weininstitut, 2008; Verband der deutschen Fruchtsaftindustrie, 2008]. 
Äpfel und Beeren sowie daraus gewonnene Erzeugnisse enthalten hohe Konzentrationen an 
Polyphenolen (> 100 mg/100 g Frischgewicht) [Ovaskainen et al., 2008]. Polyphenole gelten 
als wichtige Klasse bioaktiver Inhaltsstoffe von Lebensmitteln mit postuliertem 
chemopräventivem Potential. Jedoch sind die zellulären Wirkmechanismen der Polyphenole 
bisher, trotz intensiver Forschung, noch nicht vollständig aufgeklärt. 
Während der Kanzerogenese finden häufig Veränderungen der Aktivität und Expression von 
Schlüsselelementen zellulärer Signaltransduktionskaskaden statt. Den Anfang dieser 
Kaskaden bilden Zelloberflächenrezeptoren der Familie der Rezeptortyrosinkinasen (RTK), 
die über nachgeschaltete Signalkettenelemente grundlegende zelluläre Funktionen wie 
Proliferation, Differenzierung, Apoptose, Angiogenese und Lymphangiogenese regulieren. 
Eine Vielzahl an Tumoren wird mit der Überexpression und konstitutiven Aktivierung der 
Rezeptoren der epidermalen Wachstumsfaktorfamilie (ErbB) und der vaskulären 
endothelialen Wachstumsfaktorfamilie (VEGFR) assoziiert [Sebastian et al., 2006]. 
Sowohl im Hinblick auf die Chemoprävention als auch die Tumortherapie stellen sich die 
Rezeptoren daher als vielversprechende Zielelemente dar. Polyphenole aus Lebensmitteln 
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konnten bereits als Hemmstoffe der Aktivität verschiedener, mit der Kanzerogenese 
assoziierter, RTK charakterisiert werden [Kern et al., 2005; Fridrich et al., 2008].  
Im Fokus der vorliegenden Dissertation stand die Identifizierung des Hemmprofils 
polyphenolreicher Apfel- und Beerenextrakte und ausgewählter Einzelsubstanzen auf ein 
Spektrum von Rezeptoren der ErbB- und VEGFR-Familie. Die Identifizierung des 
Wirkprofils in vitro als auch in vivo soll einen Beitrag zur besseren Charakterisierung des 
chemopräventiven Potentials der Testsubstanzen leisten.  
 
Theoretische Grundlagen 
- 3 - 
2. Theoretische Grundlagen 
2.1. Kanzerogenese 
Kolorektaler Krebs ist eine der verbreitetsten Krebserkrankungen in den westlichen 
Industrienationen. Bei der kolorektalen Kanzerogenese, also die den Dickdarm (Kolon) und 
Mastdarm (Rektum) betreffende Krebsentstehung, handelt es sich um einen stufenweisen 
Prozess, der von der normalen Mukosa durch eine Reihe biochemischer und genetischer 
Veränderungen zur Entstehung eines Karzinoms führt [Vogelstein et al., 1988]. Die 
kolorektale Tumorerkrankung ist mit einer hohen Sterblichkeit verbunden, jedoch handelt es 
sich um einen präventiv vermeidbaren Tumor [Takahashi et al., 2007]. Der Zusammenhang 
zwischen Tumorerkrankung und Lebensstil konnte mit Hilfe von Migrationsstudien schon 
früh belegt werden [Stemmermann, 1979]. Hierbei stellen die als „Westliche Ernährung“ 
bezeichneten Lebensgewohnheiten, also eine Diät mit einem hohen Anteil an tierischen Fetten 
und einer geringer Ballaststoff-, Gemüse- und Obstaufnahme, einen unabhängigen 
Risikofaktor für kolorektale Karzinome dar [Orlando, 2008]. Eine Reihe von Studien konnte 
einen chemopräventiven Zusammenhang zwischen bestimmten Nahrungsbestandteilen und 
der Entstehung von kolorektalem Krebs aufzeigen [Johnson, 2004; Duijnhoven et al., 2009]. 
Hierbei werden verschiedene Nahrungsbestandteile als mögliche chemopräventive Faktoren 
diskutiert, wie Ballaststoffe, Vitamine, Mineralien und Omega-3-Fettsäuren, auf die hier nicht 
näher eingegangen werden soll [Fuchs et al., 2002; Pool-Zobel, 2005; Diergaarde et al., 2007; 
Kimura et al., 2007; Berquin, 2008; Reid et al., 2008; Wei et al., 2008]. Die Gruppe der 
sekundären Pflanzenstoffe übernimmt eine zentrale chemopräventive Bedeutung und war 
Fokus dieser Arbeit und wird ausführlich in Kapitel 2.7.4 diskutiert. 
Der Verlauf der Kanzerogenese wird modellhaft in die folgenden drei Stadien unterteilt: 
Initiation, Promotion und Progression (s. Abbildung 1). Während der Initiation führen 
Veränderungen vom normalen Epithel über das hyperproliferierende Epithel hin zu 
Aberranten Crypt Foci (ACF). ACF stellen eine der frühesten neoplastischen Läsionen im 
Kolon dar [Renehan et al., 2002]. ACF sind Cluster aus Mukosazellen mit einer vergrößerten 
und dickeren Schicht von Epithelien im Vergleich zur umgebenden normalen Kryptzelle. Die 
Phase der Promotion ist gekennzeichnet durch ein verstärktes Wachstum der initiierten bzw. 
veränderten Zellen. Die Progression von ACF zu Adenomen und Adenokarzinomen wird 
nach dem Modell von Fearon und Vogelstein (1990) durch eine Anhäufung von genetischen 
Veränderungen begleitet. Die Zielgene, die in der Tumorgenese eine wichtige Rolle spielen, 
stellen Onkogene und Tumorsupressorgene dar [Fearon und Vogelstein 1990], wie APC 
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(Adenomatous polyposis coli), k-Ras und p53. Mutationen im Tumorsuppressorgen APC 
stellen eine der frühesten Ereignisse der Kolonkanzerogenese dar (s. Kapitel 2.2).  
 
Abbildung 1: Modell der Kolonkanzerogenese nach Fearon und Vogelstein [modifiziert nach Fearon 
und Vogelstein, 1990]. APC: Adenomatous polyposis coli.  
2.2. Das APC-Gen und das Mausmodell ApcMin 
Ein Schlüsselelement der Kolonkanzerogenese stellt das APC-Tumorsupressorgen dar. 
Keimbahnmutationen im APC-Gen sind für die autosomale dominante FAP (Familiäre 
adenomatöse Polyposis) verantwortlich, die mit einem signifikant erhöhtem Risiko zur 
Ausbildung von kolorektalen Tumoren einhergeht [Lotfi et al., 1999]. Charakterisiert ist die 
humane FAP durch die spontane Ausbildung von hunderten kolorektaler Polypen, die sich zu 
malignen Adenokarzinomen entwickeln können [Taketo, 2006; McCart, 2008]. Das APC-Gen 
kodiert ein 2843 AS (Aminosäuren) großes Protein mit mehreren Bindungsstellen für 
verschiedene Substrate. APC ist in der Lage den kanonischen Wnt/β-Catenin (Wingless-type 
mouse mammary tumour virus integration site)-Signalweg zu unterdrücken (s. Kapitel 2.5.3). 
Der Wnt-Signalweg spielt in der Tumorgenese eine bedeutende Rolle da er die 
Zellproliferation, Morphologie und Motilität reguliert [Van de Wetering et al., 2002]. 
95 % der APC-Mutationen bei FAP Patienten stellen Nonsense-Mutationen dar. Bei einer 
Nonsense-Mutation wird eine Basenfolge generiert, die für keine AS kodiert. In der Folge 
wird ein Stoppkodon eingeführt, was die Biosynthese eines verkürzten Proteins mit anormaler 
Funktion zur Folge hat [Miyoshi et al., 1992; Fearnhead, 2001]. Die häufigsten 
Veränderungen bei humanen kolorektalen Tumoren innerhalb des APC-Proteins beziehen 
sich auf die Bindungsstelle für β-Catenin, wodurch es zur dauerhaften Stimulierung der 
proliferationsassoziierten Genexpression kommt [Senda, 2007]. Weiterhin sind somatische, 
also nicht erbliche Mutationen im APC-Gen bei ~ 80 % der sporadisch auftretenden 
kolorektalen Tumore zu finden [Nathke, 2004]. Ein etabliertes Modell zur Simulation der 
humanen Kolonkanzerogenese stellt das ApcMin (Min: Multiple intestinal adenoma) mit dem 
Initiation Promotion Progression
Normale 
Kryptzelle
Aberrante
Kryptzelle
Aberrante Crypt
Foci
Adenom Adenokarzinom
DNA-
Mutationen
(APC)
Selektiertes 
Wachstum der 
initiierten Zellen
Anhäufung der DNA-
Mutationen und 
erhöhte Proliferation
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Hintergrund der C57BL/6-Maus (C57 black 6) dar [Su et al., 1990]. Die ApcMin-Maus trägt 
eine heterozygote Nonsense-Mutation an Kodon 850 des Apc-Gens, was zu einem 
funktionsuntüchtigen Apc-Protein führt. Die ApcMin-Maus bildet im Schnitt 30 Polypen im 
Dünndarm aus [Moser et al., 1990]. Darin beruht der bisher nicht erklärbare Unterschied 
zwischen humanen FAP-Patienten und dem ApcMin-Mausmodell. FAP-Patienten entwickeln 
vor allem Polypen des Dickdarms, wohingegen im ApcMin-Mausmodell die Ausbildung der 
Polypen hauptsächlich im Dünndarm stattfindet. Homozygote Mutationen im APC-Gen 
führen zu embryonaler Letalität [Cart, 2008]. 
2.3. Zelluläre Signaltransduktion durch Rezeptortyrosinkinasen (RTK) 
Als Signaltransduktion wird die grundlegende Eigenschaft eukaryotischer Zellen bezeichnet, 
extrazelluläre Stimuli ins Zellinnere zu übertragen. Schlüsselelemente dieser Transduktion 
stellen Wachstumsfaktoren und ihre entsprechenden zellmembranständigen Rezeptoren dar 
[Wells, 1999]. Rezeptoren der Tyrosinkinasefamilie (RTK), so genannte Single-pass-
Rezeptoren, spielen eine elementare Rolle in der Kontrolle der Proliferation, Apoptose, 
Angiogenese, Lymphangiogenese und Differenzierung der Zelle [Hubbard und Miller, 2008; 
Wieduwilt und Moasser, 2008]. Den RTK ist ihre intrinsische Tyrosinkinaseaktivität 
gemeinsam; sie katalysieren den Transfer einer γ-Phosphatgruppe von ATP 
(Adenosintriphosphat) auf eine Hydroxygruppe eines Tyrosinrestes innerhalb der Zielproteine 
[Jorisson et al., 2003]. RTK zeichnet ein grundsätzlich strukturell ähnlicher Aufbau aus, der 
aus einer glykosylierten extrazellulären Ligandenbindungsstelle, einer Transmembranhelix 
und einer zytoplasmatischen Domäne besteht. Die RTK vermitteln biochemische Signale in 
der Regel via lateraler Dimerisierung der Rezeptoren in der Plasmamembran, die daraufhin 
die Aktivität nachgeschalteter Signaltransduktionskaskaden modulieren können [Schlessinger, 
2000]. Über strukturelle Unterschiede wurden die bisher 58 bekannten RTK in 20 
Unterfamilien eingeteilt [Amit et al., 2007; Wides und Yarden, 2007]. Die für diese Arbeit 
relevanten RTK-Unterfamilien sind in Abbildung 2 dargestellt. 
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Abbildung 2: Unterfamilien ausgewählter RTK. EGFR: Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor; 
ErbB2, -3, -4: Human epidermal growth factor receptor 2, 3, 4; Insulin-R: Insulin Rezeptor; Ig: 
Immunglobulin; IGF-1R: Insulin ähnlicher Wachstumsfaktorrezeptor 1; VEGFR2, -3: Vaskulärer 
endothelialer Wachstumsfaktorrezeptor 2, -3. 
2.4. Die ErbB-Familie und weitere RTK-Familien  
Da die ErbB-Familie im Zentrum der vorliegenden Arbeit steht, werden im Folgenden ihr 
struktureller Aufbau, ihr Aktivierungsmechanismus sowie nachgeschaltete Signalwege und 
ihre Relevanz für die Kanzerogenese ausführlich erläutert. 
2.4.1. Struktur der ErbB-Familie 
Die Familie der ErbB-Rezeptoren gehört der Subklasse I der RTK an und umfasst vier 
strukturell verwandte Rezeptoren: den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor 
(EGFR/ErbB1/Her1), den ErbB2/Her2 (Human epidermal growth factor receptor) sowie den 
ErbB3/HER3 und ErbB4/HER4. Das Charakteristikum der Subklasse I der RTK besteht in 
zwei cysteinreichen Sequenzen innerhalb der extrazellulären Domäne des monomeren 
Rezeptors. Der evolutionäre Ursprung der ErbB-Rezeptoren liegt in einer einzelnen Ligand-
Rezeptor-Kombination des Fadenwurms Caenorhabditis elegans [Aroian et al., 1990; Amit et 
al., 2007]. Daraus entwickelte sich das komplexere System der Fruchtfliege Drosphila 
melanogaster mit einem Rezeptor und vier korrespondierenden Liganden [Wasserman und 
Freeman, 1997]. In Vertebraten ist daraus das komplexe Netzwerk hervorgegangen, in dem 
vier verschiedene ErbB-Rezeptoren eine Vielzahl von Liganden binden können, mit dem 
Ergebnis einer starken Signaldiversifizierung (s. Kapitel 2.5) [Olayioye et al., 2000; Bazley 
und Gullik, 2005]. Der EGFR wurde als erste RTK von Carpenter (1978) entdeckt. Auch 
konnte an Hand des EGFR erstmalig die Relevanz eines Zelloberflächenrezeptors für die 
Entstehung von Krebs aufgezeigt werden [De Larco und Todaro, 1978]. Das Gen des 
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humanen EGFR ist auf Chromosom 7p11-13 lokalisiert und besteht aus 26 Exons, die für das 
170 kDa große EGFR-Glykoprotein kodieren [Wells, 1999]. Die Rezeptoren der ErbB-
Familie sind 170 bis 185 kDa große Glykoproteine, die im inaktiven Zustand als Monomere 
in der Zellmembran vorliegen. Der dreigliedrige Aufbau der ErbB-Rezeptoren ist schematisch 
in Abbildung 3 an Hand des EGFR veranschaulicht. Die glykosylierte extrazelluläre Domäne 
umfasst 622 AS und kann in vier Subdomänen gegliedert werden: zwei 
Ligandenbindungsdomänen (L1, L2) sowie zwei cysteinreiche Regionen (S1, S2) [Sebastian 
et al., 2006]. Sowohl die Regionen S1 und S2 als auch L1 und L2 zeigen untereinander eine 
hohe Sequenzhomologie [Jorisson et al., 2003; Bazley und Gullik, 2005].  
 
Abbildung 3: Schematischer Aufbau des EGFR [modifiziert nach Bazley und Gullik, 2005; Sebastian 
et al., 2006]. L1, 2: Ligandenbindungsdomänen; S1, 2 cysteinreiche Domänen. 
In der Verbindung zwischen extrazellulärer und zytoplasmatischer Region befindet sich die 
22 AS große α-helikale Transmembranregion. Die zytoplasmatische intrazelluläre Region 
besteht aus 542 AS und wird in drei Subregionen unterteilt:  
? die juxtamembrane Region (ca. 50 AS), die sich direkt an den transmembranen Teil 
anschließt. Sie besitzt regulatorische Funktionen wie die ligandenabhängige 
Internalisierung, die Assoziation mit Proteinen wie eps8 (Epidermal growth factor 
receptor pathway substrate 8) und Calmodulin [Wells, 1999; Jorisson et al., 2003; 
Niar, 2005; Fuller et al., 2008];  
? die Tyrosinkinasedomäne (ca. 250 AS); 
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? das nicht katalytische C-terminale Ende (229 AS) mit spezifischen Tyrosinresten, an 
denen nach erfolgter Autophosphorylierung die Bindung von Adapterproteinen 
stattfinden kann (s. Kapitel 2.4.5).  
Nach diesem schematischen Aufbau lassen sich auch die weiteren Mitglieder der ErbB-
Rezeptorfamilie beschreiben [Wells, 1999; Fuller et al., 2008]. Ihnen gemeinsam ist eine hohe 
Homologie innerhalb der Kinasedomäne (Homologie: 59 – 81 %), wohingegen die C-
terminale Domäne stärker divergiert (Homologie: 11 – 25 %) [Schulze et al., 2005].  
2.4.2. Liganden  
Bei den Liganden der ErbB-Rezeptoren handelt es sind um Typ I Transmembranproteine, die 
auf der Zelloberfläche exprimiert werden und mittels proteolytischer Abspaltung durch 
Zelloberflächenproteasen freigesetzt werden können [Harris et al., 2003; Singh und Harris, 
2006; Higashiyama et al., 2008]. Den Liganden, die mit hoher Bindungsaffinität an die ErbB-
Rezeptoren binden, ist eine Konsensussequenz gemeinsam, die so genannte  
EGF-ähnliche-Domäne. Diese besteht aus einer 45 bis 55 AS langen Sequenz, die 
hauptsächlich aus β-Faltblattstrukturen aufgebaut ist und essentiell für die Bindung der 
Liganden an den entsprechenden Rezeptor ist [Harris et al., 2003]. Innerhalb der EGF-
ähnlichen-Domäne befinden sich sechs homologe Cysteinreste, die drei intramolekulare 
Disulfidbrückenbindungen ausbilden [Yarden und Sliwkowski, 2001; Sebastian et al., 2006]. 
Die verschiedenen Liganden verfügen über spezifische ErbB-Bindungsaffinitäten und können 
in unterschiedliche Gruppen unterteilt werden (s. Tabelle 1) [Wieduwilt und Moasser, 2008]. 
Tabelle 1: Bindungsspezifität der EGF-Liganden [Olayioye et al., 2000; Strachan et al., 2001; Fuller 
et al., 2008]. EGFR: Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor; ErbB2, -3, -4: Human epidermal growth 
factor receptor 2, -3, -4; EGF: Epidermaler Wachstumsfaktor; TGF-α:  Transformierender 
Wachstumsfaktor-α). 
Rezeptor Bindender Ligand 
EGFR EGF, Amphiregulin, Epigen und TGF-α  
EGFR und ErbB4-Rezeptor Betacellulin, Epiregulin und der heparinbindende 
EGF-ähnliche Wachstumsfaktor 
ErbB3- und ErbB4-Rezeptor, 
ErbB4-Rezeptor 
Neureguline oder auch Hereguline, die in 
alternativen Splice-Varianten vorliegen sowie 
spezifische Liganden des ErbB4-Rezeptors  
Obwohl bisher eine große Anzahl von Liganden entdeckt wurde, sind noch keine nativen 
Liganden identifiziert worden, die an den ErbB2-Rezeptor binden können [Tzahar et al., 
1997; Citri, 2003].  
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2.4.3. Mechanismus der Aktivierung der ErbB-Rezeptoren 
Extrinsische Aktivierung und Rezeptordimerisierung 
In der Abwesenheit von Liganden liegen die ligandenbindenden Rezeptoren (EGFR, ErbB3-, 
ErbB4-Rezeptor) in einer monomeren inaktiven Form vor (s. Abbildung 4 A). Dabei nimmt 
die extrazelluläre Domäne eine autoinhibierte Konformation ein [Yu et al., 2002; Ferguson et 
al., 2003; Jorisson et al., 2003]. Kristallstrukturanalysen weisen zusätzlich auf die 
Anwesenheit vorgebildeter, inaktiver Rezeptordimere und Oligomere hin [Moriki et al., 2001; 
Stamos et al., 2002]. Zur Aktivierung der Rezeptoren und nachgeschalteter 
Signaltransduktionskaskaden ist daher eine Dimerisierung (Homo- oder Heterodimerisierung) 
der Rezeptoren unabdingbar, scheint alleine jedoch nicht ausreichend zu sein. In der 
autoinhibierten Konformation der extrazellulären Domäne liegt eine intramolekulare Bindung 
zwischen der so genannten Dimerisierungsschleife der Domäne S1 und der Domäne S2 vor 
[Dawson et al., 2005] (s. Abbildung 4 A). Bindet ein spezifischer Ligand (z. B. EGF) an die 
Ligandenbindungsstelle (L1, L2), führt dies zu einer Konformationsänderung der 
extrazellulären Domäne des Rezeptors, wodurch die Dimerisierungsschleife der Domäne S1 
freigelegt wird (s. Abbildung 4 B).  
 
 
Abbildung 4: Konformationsänderung der extrazellulären Domäne des EGFR nach Ligandenbindung 
[modifiziert nach Dawson et al., 2005]. Monomere autoinhibierte Form (A); ligandengebundener 
Rezeptor (B); dimerisierter Rezeptorkomplex (C). EGF: Epidermaler Wachstumsfaktor; L1, 2: 
Ligandenbindungsdomäne 1, -2; S1, 2: Cysteinreiche Domäne 1, -2. 
Über diese Dimerisierungsschleife (AS 242-259, EGFR) wird der bedeutendste Kontakt 
zwischen den dimerisierenden Rezeptoren vermittelt [Jorisson et al., 2003; Ogiso et al., 2002; 
Dawson et al., 2005]. Abbildung 4 C stellt den aktiven Rezeptorkomplex dar. 
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Aktivierung der intrazellulären Kinase und Signaltransduktion 
Der zugrunde liegende Mechanismus der Aktivierung der Kinasedomäne nach 
ligandeninduzierter Rezeptordimerisierung wird aktuell diskutiert. Kristallstrukturanalysen 
weisen auf eine inaktive Konformation der Kinasedomäne hin, die der inaktiven Form der 
cyclinabhängigen Kinase 2 und der Src-Kinasen (humanes Homolog des Rous-Sarcoma-
Virusonkogens) gleicht [Wood et al., 2004; Zhang et al., 2007].  
Dabei fungiert im Rezeptordimer ein Rezeptor als allosterischer Aktivator der katalytischen 
Aktivität des benachbarten Rezeptors [Zhang et al., 2007]. Hierbei ist die Ausbildung eines 
asymmetrischen Dimers von Bedeutung, in welchem das C-terminale Ende der 
Kinasedomäne eines Rezeptors einen spezifischen Kontakt mit der N-terminalen Schleife der 
weiteren Kinasedomäne ausbildet. Infolge dessen werden mehrere spezifische Tyrosinreste 
(EGFR: Tyr1045, Tyr1068, Tyr1086, Tyr1148, Tyr1173) innerhalb der Aktivierungsschleife 
der zytoplasmatischen Domäne des Dimerisierungspartners transphosphoryliert [Olayioye et 
al., 2000]. Jorissen et al. (2003) postulieren hierfür einen Mechanismus, in dem durch 
Transphosphorylierung eine Konformationsänderung innerhalb der Tyrosinkinasedomäne 
induziert wird, wodurch die Affinität der ATP-Bindung steigt. Dies hat eine erhöhte 
Übertragungsrate des γ-Phosphatrestes von ATP auf die Tyrosinreste zur Folge. Eine solche 
Transphosphorylierung ist auch für die Phosphorylierung der Tyrosinreste des  
ErbB3-Rezeptors verantwortlich, da dieser durch Autophosphorylierung dazu nicht in der 
Lage ist [Sliwkowski et al., 1994; Bazley und Gullik, 2005].  
Diese und weitere Phosphorylierungsstellen innerhalb der intrazellulären Domäne des 
Rezeptors fungieren als Bindungsstellen für intrazelluläre Adapterproteine, welche das 
gesetzte Signal weiter vermitteln (s. Kapitel 2.4.5).  
 
ErbB2- und ErbB3-Rezeptor 
Die extrazelluläre Domäne des ErbB2-Rezeptors liegt in einer festen Konformation vor, 
welche der ligandenaktivierten offenen Struktur des EGFR gleicht. Über diese offene 
Konformation ist der ErbB2-Rezeptor ohne Ligandenbindung in der Lage, Homo- oder 
Heterodimere mit weiteren ErbB-Rezeptoren auszubilden [Garrett et al., 2002; Stamos et al., 
2002; Cho et al., 2003; Citri et al., 2003]. Der ErbB2-Rezeptor ist aus diesem Grund der 
bevorzugte Dimerisierungspartner der anderen ErbB-Rezeptoren. Weitere Merkmale ErbB2-
Rezeptor-enthaltender Dimere sind deren erhöhte Ligandenbindungsaffinität und eine 
erniedrigte Dissoziationsrate des Liganden vom Rezeptor. Ebenso ist die Endozytoserate der 
ErbB2-Rezeptor-enthaltenden Dimere verlangsamt. Durch diese Eigenschaften der  
ErbB2-Rezeptor-enthaltenden Dimere resultiert eine verlängerte bzw. erhöhte 
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Signaltransduktion [Kanuagaran et al., 1996; Tzahar et al., 1996; Lenferink et al., 1998; Wells 
et al., 1999; Bazley und Gullik, 2005].  
Der ErbB3-Rezeptor hingegen ist in der Lage, extrazelluläre Liganden zu binden. Auf Grund 
einer Punktmutation bestimmter AS innerhalb der Proteintyrosinkinase (PTK)-Domäne ist 
dieser jedoch katalytisch inaktiv [Citri et al., 2003]. Durch Heterodimerisierung mit weiteren 
ErbB-Mitgliedern können Tyrosinreste innerhalb der C-terminalen Region des ErbB3-
Rezeptors transphosphoryliert werden, was die Aktivierung des Rezeptors zur Folge hat.  
Das durch Heregulin-Stimulation gebildete Heterodimer aus ErbB2- und ErbB3-Rezeptor 
wird bevorzugt ausgebildet und stellt das potenteste Heterodimer hinsichtlich Zellwachstum 
und Zelltransformation dar [Citri et al., 2003; Bazley und Gullik, 2005].  
2.4.4. VEGFR-Familie und IGF1R 
Der insulinähnliche Wachstumsfaktorrezeptor IGF1R sowie Mitglieder der Unterfamilie der 
vaskulären endothelialen Wachstumsfaktorrezeptoren (VEGFR) gehören ebenso der 
Superfamilie der RTK an. Da sie nicht Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit waren, werden 
sie nur in ihren Besonderheiten kurz erläutert. 
Die Unterfamilie der VEGF-Rezeptoren gehört der Subklasse III der RTK an und umfasst 
drei Mitglieder: VEGFR1, VEGFR2 und VEGFR3, welche von den Liganden VEGFa-e 
(Vaskuläre endotheliale Wachstumsfaktoren a-e) und dem Plazentawachstumsfaktor (PLGF) 
in spezifischer Weise aktiviert werden können (s. Tabelle 2) [Karamysheva, 2008]. Ihnen 
gemeinsam sind die regulatorischen Mechanismen der ErbB-Rezeptor-Familie, wie 
ligandenvermittelte Rezeptordimerisierung, resultierende Aktivierung und Bindung 
entsprechender Adapterproteine.  
Tabelle 2: Bindungsspezifität der VEGF-Liganden [Karamysheva, 2008]. VEGFR1, -2, -3: 
Vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktorrezeptor 1, -2, -3; VEGFa-e: Vaskulärer endothelialer 
Wachstumsfaktor a-e; PLGF: Plazentawachstumsfaktor. 
Rezeptor Bindender Ligand
VEGFR1 PLGF, VEGFb, VEGFa
VEGFR2 VEGFa, VEGFe; VEGFc
VEGFR3 VEGFc, VEGFd
Die Struktur der VEGF-Rezeptoren entspricht dem dreigliedrigen Aufbau aus Kapitel 2.4.1, 
mit dem Unterschied, dass die extrazelluläre Domäne aus 7 Immunglobulin (Ig)-ähnlichen 
Domänen besteht und die intrazelluläre Tyrosinkinasedomäne in zwei Fragmente unterteilt ist 
[Shibuya et al., 1990; Terman et al., 1991; Pajusola et al., 1992].  
Der IGF1R stellt einen Schlüsselregulator des IGF-1 (Insulin-like growth factor-1)-Systems 
dar. Die Struktur des membranständigen IGF1R ist charakterisiert durch ein über 
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Disulfidbrücken verbundenes Tetramer aus zwei extrazellulären α-Untereinheiten und zwei 
β-Untereinheiten (s. Abbildung 2) [Ward und Garrett, 2004]. Die Aktivierung erfolgt durch 
Bindung von IGF-Liganden und führt zur Neuordnung der quaternären Tetramerstruktur, mit 
der Folge einer erhöhten Autophosphorylierung spezifischer Tyrosinreste (Tyr1131, Tyr1135, 
Tyr1136) innerhalb der zytoplasmatischen Domäne. Diese fungieren wiederum als 
Rekrutierungsstellen für Adapterproteine (s. Kapitel 2.4.5) [Kurmasheva und Houghton, 
2006]. 
2.4.5. Adapterproteine der aktivierten Rezeptortyrosinkinasen 
Nach erfolgter Aktivierung der RTK dienen die phosphorylierten Tyrosinreste der  
C-terminalen Domäne als spezifische Bindungsstellung für phosphotyrosinbindene Adapter-
proteine. Insgesamt gibt es zwei Gruppen von phosphotyrosinbindenden Adapterproteinen: 
die SH2 (Src-homologe Domäne 2) und PTB (Phosphotyrosinbindende)-Gruppe. Für die 
Bindung der Adapterproteine ist die flankierende AS-Sequenz, die sich dem phosphorylierten 
Tyrosinrest anschließt, entscheidend [Schlessinger, 2000; Jorisson et al., 2003; Bazley und 
Gullick, 2005]. Durch die Wechselwirkung der Adapterproteine mit dem aktivierten Rezeptor 
kommt es zur Weiterleitung und Diversifizierung des gesetzten Signales. Die größere Gruppe 
der phosphotyrosinbindenden-Domänen stellt die SH2-Struktur dar. Die zytosolische 
Tyrosinkinase Src ist das Protein des humanen Homologs des Rous-Sarcoma-Virusonkogens 
[Jorisson et al., 2003]. Eine große Gruppe SH2-enthaltende Proteine besitzt intrinsische 
Enzymaktivität. Ausschließlich SH2-Domäne-enthaltende Proteine fungieren als 
Adapterproteine, die Interaktionen zwischen verschiedenen Signalmolekülen vermitteln. 
Hierzu zählt beispielsweise Grb2 (Growth factor receptor bound protein 2), welches mit dem 
aktivierten EGFR interagieren kann [Schlessinger, 2000; Bazley und Gullick, 2005] (s. 
Kapitel 2.5.1). PTB-Domänen kommen hauptsächlich in Adapterproteinen wie Shc (Src 
homology/collagen) und IRS-1 (Insulinrezeptorsubstrat-1) vor und binden an Phosphotyrosine 
innerhalb einer Sequenz von Asn-Pro-X-pTyr (Asn: Asparagin; Pro: Prolin, X: Beliebige AS; 
pTyr: PhosphoTyrosin) [Bazley und Gullick, 2005; Schulze et al., 2005].  
2.5. Nachgeschaltete Signalwege 
Den aktivierten RTK sind eine Vielzahl unterschiedlicher Signaltransduktionskaskaden 
nachgeschaltet, die durch sogenannte Crosstalks miteinander verknüpft sein können 
[Wieduwilt und Moasser, 2008]. Die Spezifität und Potenz der Aktivierung wird durch den 
gebundenen Liganden, den Dimerisierungspartner, und durch den autophosphorylierten 
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Tyrosinrest determiniert [Olayioye et al., 2000]. Hauptwege der intrazellulären 
Signaltransduktion stellen die Mitogen-aktivierte-Proteinkinase-Kaskade (MAPK) (s. Kapitel 
2.5.1), der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-Signalweg (s. Kapitel 2.5.2) und die 
Aktivierung der Phospholipase C-γ  dar.  Auf die Phospholipase C-γ wird im Weiteren nicht 
eingegangen, da sie in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht wurde. Der Wnt-Signalweg 
wird nicht direkt über RTK reguliert, kann aber über nachgeschaltete Signalelemente der RTK 
moduliert werden. Da Elemente des Wnt-Signalweges in der Arbeit untersucht wurden, wird 
dieser daher ebenfalls erläutert (s. Kapitel 2.5.3). 
2.5.1. Die MAPK 
Die MAPK-Signaltransduktionskaskade kann in ein mitogen-aktiviertes Modul sowie in ein 
durch stress-, zytokin- oder Zell-Zell-Interaktion-aktiviertes Modul eingeteilt werden 
[Prenzel, 2001]. Im Folgenden wird ausschließlich das mitogen-aktivierte Modul behandelt, 
da es in der vorliegenden Arbeit untersucht wurde. Nach Aktivierung der RTK wird das 
Signal durch eine Kaskade von drei hintereinander geschalteten Kinasen bis zum Zellkern 
weitergeleitet. Phosphotyrosinreste (z. B. EGFR: Tyrosin 1068; ErbB2: Tyrosin 1139; 
VEGFR2: Tyrosin 1173; VEGFR3: Tyrosin 1337) dienen als Bindungsstellen für das 
Adapterprotein Grb2, wobei die Bindung über eine SH2-Domäne des Adapterproteins erfolgt 
(s. Abbildung 5) [Batzler et al., 1994; Fournier et al., 1995; Takahashi et al., 2001]. Dies 
bedingt die Bindung des GDP/GTP-Austauschfaktors (Guanosindiphosphat/-triphosphat) Sos 
(Son of sevenless) an das Schalterelement Ras (Rat sarcoma), ein in der Membran verankertes  
G-Protein. Ras wird durch Sos in seine aktive Form überführt und aktiviert die Serin/Threonin 
Kinase Raf-1, eine für das mitogen-aktivierte Modul spezifische MAPK-Kinase-Kinase 
(MAPKKK) [Hallberg, 1994]. Durch Translokation an die Zellmembran kann Raf-1 durch 
eine Proteinkinase phosphoryliert werden. Raf-1 ist die erste einer Folge von spezifischen 
Serin/Threonin-Kinasen, die eine Phosphorylierungskaskade induzieren. Raf-1 aktiviert 
nachfolgend die Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinase (MEK-Kinase, MAPKK) durch 
Phosphorylierung. Nach Aktivierung kann diese ihre Substrate, die MAP-Kinasen ERK1 und 
ERK2 (Extrazellulär-regulierte Kinase; ERK) durch Phosphorylierung aktivieren, welche in 
den Zellkern translozieren und die Phosphorylierung nukleärer Transkriptionsfaktoren, 
beispielsweise Ets-Domäne Proteine wie Elk-1, katalysieren [Johnson und Vaillantcourt, 
1994]. Insgesamt werden durch ERK mehr als 50 zytosolische und nukleäre Substrate 
moduliert. Zu den zytosolischen Substraten gehören z. B. die Phospholipase A2, die 
Topoisomerase IIα sowie die MAPKinase interagierende Kinase (MnK) und die  
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MAPKAP-K1 (MAPK-activated protein kinase 1), welche die Aktivität der GSK3 (Glycogen 
Synthase Kinase 3) hemmen kann. 
 
Abbildung 5: Mitogen-aktivierter Proteinkinase (MAPK)-Signalweg. Elk-1: Ets ähnliche Kinase 1; 
ERK1/2: Extrazellulär-regulierte Kinase 1/2; Grb2: Growth factor receptor-bound protein 2; L: 
Ligand; MAPK: Mitogen-aktivierte Proteinkinase; MAPKK: Mitogen-aktivierte Proteinkinase Kinase; 
MAPKKK: Mitogen-aktivierte Proteinkinase Kinase Kinase; MEK 1/2: Mitogen-aktivierte-
Proteinkinase 1/2; Sos: Son of sevenless; P: Phosphotyrosine, Ras: Rat sarcoma; RTK: Rezeptor-
Tyrosin-Kinase.  
Ebenso stellen der EGFR und Sos Substrate von ERK dar, die dadurch einem negativem 
Autoregulationsmechanismus unterliegen [Silver et al., 2004]. Die Aktivierung von ERK 
erfolgt durch Phosphorylierung des Motivs Thr-Glu-Tyr (Thr: Threonin; Glu: Glutamin) in 
der Aktivierungsschleife [Schaeffer und Weber, 1999]. Phosphoryliertes ERK2 ist dabei in 
der Lage, Homodimere auszubilden. Dieser Mechanismus scheint für die nukleäre 
Translokation essentiell zu sein und findet sich ebenfalls bei anderen MAP-Kinasen-
Familienmitgliedern [Khokhlatchev et al., 1998]. Die Phosphorylierung von Elk-1 führt zu 
einer erhöhten DNA-Bindung, wodurch Elk-1 an die SRE-Promotorregionen (Serum 
responsive element) seiner Zielgene binden kann. Dadurch kommt es zur Transkription von 
Onkogenen wie beispielsweise c-fos und c-myc [Treisman, 1996].  
2.5.2. Die PI3K-Signalkaskade 
Ein weiterer bedeutender, durch RTK aktivierbarer Signalweg, ist der PI3K/Akt-Signalweg, 
der auch unter dem Namen Survival pathway bekannt ist. Über diesen Signalweg können anti-
apoptotische Signale, Differenzierung, Proliferation, Angiogenese und Migration vermittelt 
werden. Eingeleitet wird die Kaskade durch Phosphorylierung spezifischer Tyrosinreste am 
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ErbB2- bis ErbB4-Rezeptor sowie am VEGFR2 und -3 [Kim et al., 1994; Yarden und 
Sliwkowski, 2001; Bazley und Gullik, 2005; Olsson et al., 2006].  
 
Abbildung 6: Der Phosphatidylinositol 3-Kinase/Akt (PI3K/Akt)-Signalweg. CREB: cAMP 
responsive element binding protein; FKHR: Forkhead Transkriptionsfaktor; GSK3: Glycogen 
Synthase Kinase 3; L: Ligand; NFκB: Nukleärer Faktor κB; PDK: Phosphatidylinositol-abhängige 
Kinasen; P: Phosphotyrosine; PTEN: Phosphatase and tensin homolog; RTK: Rezeptor Tyrosin 
Kinase; Ser: Serin; Thr: Threonin [modifiziert nach Vivanco und Sawyers, 2002]. 
Die Familie der PI3K wird entsprechend ihrer Substratspezifität und Sequenzhomologie in 
drei Gruppen eingeteilt [Cantley, 2002]. Im Folgenden wird die PI3KIa erläutert, welche die 
am besten untersuchte Gruppe darstellt und von Wachstumsfaktorrezeptoren aktiviert wird 
[Katso et al., 2001]. Die PI3K ist ein Heterodimer aus zwei Untereinheiten, bestehend aus der 
katalytischen p110 und der regulatorischen p85 Untereinheit. Die Aktivierung erfolgt über die 
Bindung einer SH2-Domäne der PI3K an das Motiv Tyr-X-X-Met (Met: Methionin). Auf 
Grund des Fehlens einer Bindungsdomäne für die SH2-Domäne der PI3K am EGFR, ist die 
durch EGF-induzierte Aktivierung der PI3K vergleichsweise schwach, wohingegen eine 
potente Aktivierung durch den ErbB3-Rezeptor erfolgen kann. Grund für die starke 
Aktivierung ist das Vorhandensein des zur Bindung notwendigen Motivs in 7-facher 
Wiederholung innerhalb der intrazellulären Domäne des ErbB3-Rezeptors [Soltoff et al., 
1994]. Durch die aktivierte PI3KIa werden inositolhaltige Phospholipide an der C3-Position 
des Inositolringes in der Plasmamembran phosphoryliert. Die physiologisch relevante 
Reaktion ist die Umwandlung von Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP2) zum 
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sekundären Botenstoff Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3) [Carpenter und Cantley, 
1998] (s. Abbildung 7).  
 
Abbildung 7: Durch die PI3K katalysierte Reaktion von PIP2 zu PIP3 und Rückreaktion durch PTEN. 
PIP2: Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat; PIP3: Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat; p110: 
katalytische Untereinheit der PI3K; PTEN: Phosphatase and tensin homolog. 
Die Terminierung des Signales über die PI3K durch Degradation von PIP3 kann durch 
mindestens zwei Typen von Phosphatasen erfolgen. Zum einen durch die SH2-beinhaltenden 
Phosphatasen SHIP1 + 2 (Hydrolyse zu PI(3,4)P2) oder durch die Lipidphosphatase PTEN 
(Phosphatase and tensin homolog), welche die Rückreaktion zu PI(4,5)P2 katalysiert [Cantley, 
2002]. PTEN spielt in der Regulation der mitogenen Effekte der PI3K-Signalkaskade dabei 
die primäre Rolle [Vivanco und Sawyers, 2002]. 
 
Proteinkinase B (PKB)/Akt 
Die Proteinkinase B (PKB)/Akt liegt in drei Isoformen (Akt1, 2, 3) vor, die zu 80 % homolog 
sind. Sie stellt das zelluläre Homologe des transformierenden Onkogens des Akt8 Onkovirus 
dar. In unstimulierten Zellen liegt Akt inaktiv im Zytosol vor und wird durch einen dualen 
Regulationsmechanismus aktiviert. Über eine direkte Interaktion der PH-Domäne von Akt 
erfolgt die Translokation an die Plasmamembran. Dort vermittelt die 
phosphoinositolabhängige Proteinkinase 1 (PDK1) die Phosphorylierung von Akt an 
Threonin308 [Alessi et al., 1997; Cantley, 2002]. Zur vollständigen Aktivierung ist zusätzlich 
die Phosphorylierung an Serin473 im hydrophoben carboxyterminalen Teil durch mTORC2 
(Mammalian target-of-rapamycin complex 2) notwendig [Fuller et al., 2008]. Akt besitzt des 
Weiteren eine Reihe zellulärer Substrate, die zumeist durch Phosphorylierung inhibiert 
werden (s. Abbildung 6). Die minimale Konsensussequenz aller Akt Substrate ist ein Arg-X-
X-X-Ser-Thr-H Motiv (Arg: Arginin; H: sperriger hydrophober Rest), wodurch die Vielzahl 
der Substrate erklärt werden kann (s. Abbildung 6) [Vanhaesebroeck und Alessi, 2000]. Im 
Folgenden werden zentrale Substrate von Akt, innerhalb des PI3K-Signalweges, erläutert. 
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Die Glycogen Synthase Kinase 3 (GSK3)  
Die GSK3 ist eine multifunktionelle ubiquitär exprimierte Serin/Threonin Kinase. Sie besitzt 
eine große Anzahl an zellulären Substraten, wodurch verschiedenste biologische Prozesse wie 
Proliferation, Zellzykluskontrolle, aber auch der Glycogenmetabolismus beeinflusst werden 
[Rayasam, 2009]. Den ersten bekannten Wirkmechanismus stellt die aktivitätshemmende 
Phosphorylierung der Glycogensynthase, einem Schlüsselenzym der Glycogensynthese, dar 
[Embi et al., 1980]. Der GSK3 kommt ebenso eine entscheidende Rolle im Wnt-Signalweg 
zu, der mit einer Reihe verschiedener Erkrankungen, vor allem der Kolonkanzerogenese, in 
Verbindung gebracht wird (s. Kapitel 2.5.3).  
Ohne Anwesenheit eines extrazellulären Stimulus liegt die GSK3 aktiv vor [Dajani et al., 
2001]. In ihrem aktiven Zustand vermittelt die GSK3 die Einleitung der Apoptose, 
wohingegen die inaktive GSK3 eine Apoptoseblockierung induziert. Die GSK3 liegt in zwei 
Isoformen vor, der GSK3α und β, wobei hier im Besonderen auf die in der Arbeit untersuchte 
GSK3β eingegangen wird. Die Aktivität der GSK3α wird durch Phosphorylierung des  
N-terminalen Serin21 inhibiert, die der GSK3β  durch Phosphorylierung an Serin9. Dies kann 
unter anderem nach Aktivierung des PI3K-Signalweges durch Akt erfolgen. Eine weitere 
Möglichkeit der Inhibierung wird über die MAPK vermittelt, durch die MAPKAP-K1, die ein 
Substrat von ERK darstellt [Fang et al., 2002] (s. Kapitel 2.5.1).  
In Abbildung 8 sind ausgewählte Substrate der GSK3β aufgeführt. Die Substratspezifität der 
GSK3β bezieht sich auf ein sogenanntes Priming Phosphat innerhalb der Zielproteine 
Ser/Thr-X-X-X-pSer/pThr [Dajani et al., 2001]. Substrate wie β-Catenin und Axin werden 
jedoch in Folge einer hochaffinen Interaktion im Multienzymkomplex durch die GSK3β im 
kanonischen Wnt-Signalweg phosphoryliert (s. Kapitel 2.5.3).  
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Abbildung 8: Durch Akt vermittelte Hemmung der GSK3β-Aktivität und nachgeschaltete Substrate 
[modifiziert nach Jope, 2007]. GSK3β: Glycogen Synthase Kinase 3β , P: Phosphotyrosin; Ser: Serin; 
Thr: Threonin. 
Bad 
Ein weiteres nachgeschaltetes Substrat von Akt ist das pro-apoptotische Protein Bad (Bcl-
2/BCL-XL-antagonist, causing cell death). Bad ist Mitglied der Bcl (B-cell lymphoma)-2-
Familie strukturell verwandter, die Apoptose regulierender Proteine.  
Im unphosphoryliertem, also aktivem Zustand, bildet Bad mit dem an der 
Mitochondrienmembran verankerten anti-apoptotischen Protein Bcl-2 oder BCL-XL (Basal 
cell lymphoma-extra large) ein nicht-funktionales Heterodimer aus (s. Abbildung 9). BCL-XL 
kann in Folge nicht mehr an das pro-apoptotische BAX (Bcl-2 associated X protein) binden 
und dieses nicht mehr blockieren [Data et al., 1999]. BAX bewirkt nach erfolgter 
Homodimerisierung die Ausschüttung von Cytochrom C durch Modulation der 
mitochondrialen Membranpermeabilität [Levine, 2008]. Cytochrom C kann im Zytoplasma an 
Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1) binden und das sogenannte Apoptosom 
bilden, wodurch eine Caspase-Kaskade initiiert wird, die zur Apoptose führt [Lamkanfi, 
2007].  
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Abbildung 9: Inaktivierung des pro-apoptotischen Bad durch Akt [modifiziert nach Datta, 1999]. 
Bad: Bcl-2/BCL-XL-antagonist, causing cell death; BAX: Bcl-2 associated X protein; BCL-XL: Basal 
cell lymphoma-extra large; P: Phosphatgruppe; Ser: Serin; Thr: Threonin. 
Bad kann durch den Stimulus von Wachstumsfaktoren über Akt, den MAPK-Signalweg oder 
weitere Signalelemente wie die ribosomale Protein Kinase (RSK), inaktivierend 
phosphoryliert werden (s. Abbildung 9). Die Phosphorylierung durch Akt kann an 
unterschiedlichen Resten erfolgen. Transfektionsversuche verdeutlichen dabei die Bedeutung 
der Phosphorylierungsstelle Serin136. Konstitutiv aktives Akt konnte in verschiedenen 
Zelllinien die Bad induzierte Apoptose verhindern [Datta et al., 1997; Blume-Jensen et al., 
1998]. Durch die Phosphorylierung erfolgt eine Bindung an das zytosolische Protein 14-3-3. 
Dadurch ist Bad nicht mehr in der Lage BCL-XL zu binden. Dies verhindert die Bindung an 
das pro-apoptotische BAX und somit die Cytochrom C Ausschüttung aus dem 
Mitochondrium. Nachfolgend wird dadurch die Einleitung der Apoptose blockiert. 
2.5.3. Der Wnt-Signalweg 
Der kanonische Wnt-Signalweg ist ein für die Kolonkanzerogenese bedeutender Signalweg 
(s. Kapitel 2.1 und 2.2). Klassisch wird der kanonische Wnt-Signalweg durch die Bindung 
von Wnt-Faktoren an Frizzled Rezeptoren im Zusammenspiel mit LRP5/6 (Low-density 
lipoprotein related protein 5/6) Proteinen, die als Korezeptoren fungieren, aktiviert. Einzelne 
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Elemente des Signalweges können jedoch auch über RTK-vermittelte Signalwege moduliert 
werden (s. Kapitel 2.5).  
Frizzled Rezeptoren sind durch 7 transmembrane Domänen charakterisiert. Über die 
Rezeptoren können verschiedene Signalwege induziert werden. Die humane Wnt-Genfamilie 
besteht aus 19 verschiedenen Mitgliedern, die cysteinreiche Glykoproteine kodieren [Katoh, 
2002]. Der Mechanismus der Signaltransduktion ist nicht vollständig geklärt; der postulierte 
Mechanismus ist in Abbildung 10 dargestellt. Ohne Wnt-Signal (s. Abbildung 10, A) kann  
β-Catenin durch die aktive GSK3 und die Casein Kinase 1 in der NH2-terminalen Domäne 
phosphoryliert werden. Diese Phosphorylierung markiert β-Catenin. Dieses wird nachfolgend 
durch hTRCP1/2 polyubiquitinyliert und dadurch dem proteosomalen Abbau durch das 26S-
Proteasom zugeführt [Aberle et al., 1997; Cadigan, 2006]. Die Transkriptionsfaktoren der 
TCF/Lef-Familie sind in diesem Fall an Ko-Repressoren der Groucho-Familie (Gro) 
gebunden, wodurch die Transkription von Zielgenen unterdrückt wird [Brantjes et al., 2001].  
Das im Wnt-Signalweg zentrale β-Catenin selbst besteht aus drei Domänen: (i) Die 
Phosphorylierung durch die aktive GSK3β erfolgt innerhalb der aus 149 AS bestehenden N-
terminalen Domäne. (ii) Die Komplexpartner des Wnt-Signalweges Axin, APC als auch 
TCF/Lef binden in der zentralen Domäne aus 550 AS. Diese ist durch 12 Armadillo-
Wiederholungen gekennzeichnet. (iii) Die C-terminale Domäne aus 110 AS trägt die 
Transaktivierungsdomäne, welche die transkriptionalen Ko-Aktivatoren bindet [Huber und 
Weis, 2001]. 
Die durch die Bindung des Wnt-Glycoproteins induzierte Bildung des Komplexes aus 
Frizzled Rezeptor mit LPR5/6 führt zur Aktivierung des dishevelled Phosphoproteins (Dvl), 
welches als positiver Mediator des Wnt-Signales gilt (s. Abbildung 10, B). Dvl bindet direkt 
an ein hoch konserviertes Motiv des Frizzled Rezeptors (KTxxxW), welches zwei AS nach 
den 7 transmembranen Domänen im C-Terminus lokalisiert ist [Wong et al., 2003]. Dvl wird 
nachfolgend durch einen Frizzled Rezeptor-vermittelten Mechanismus phosphoryliert, wie 
beispielsweise über die Rekrutierung der Casein Kinase 1 [Bryja et al., 2007]. Die konstitutiv 
aktive GSK3 wird im gebildeten Komplex mit Dvl, Axin und APC gehemmt. Die inaktive 
GSK3 kann nun nicht mehr β-Catenin für den proteasomalen Abbau durch Phosphorylierung 
markieren. Nicht-phosphoryliertes β-Catenin transloziert, nach überschreiten eines 
Schwellenwertes, in den Zellkern und bindet an Transkriptionsfaktoren der TCF/Lef-Familie, 
wodurch die Transkription proliferationsassoziierter Zielgenen wie c-myc, Cyclin D1 und  
c-jun induziert wird [Katoh, 2007]. 
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Abbildung 10: Wnt-Signalweg. A) Ohne Wnt-Signal; B) Mit Wnt-Signal. LRP: Low density 
lipoprotein related protein; Dvl: Dishevelled protein; FZ: Frizzled Rezeptor; APC: Adenomatous 
polyposis coli; GSK3: Glycogensynthase Kinase 3; Gro: Ko-Repressor Groucho; TCF: T-cell factor of 
DNA binding proteins; P: Phosphatgruppe [modifiziert nach Cadigan, 2006]. 
2.6. Das RTK-System in der Kanzerogenese und seine Inhibierung in der 
Tumortherapie 
Die Entstehung eines Karzinoms wird mit Fehlregulationen zellulärer Signaltransduktions-
kaskaden assoziiert. Dabei spielt das System der Zelloberflächenrezeptoren und ihrer 
zugehörigen Liganden eine zentrale Rolle. Sie können bei der Kanzerogenese durch 
verschiedene Mechanismen einer Fehlregulation unterliegen. Dies kann zu einer erhöhten 
Proliferation, anti-apoptotischen Signalen und einer verstärkten Angiogenese und 
Lymphangiogenese führen.  
Kommt es zu Veränderungen in der Signaltransduktion der ErbB-Rezeptoren werden vor 
allem proliferationsassoziierte Signalkaskaden verändert. Dies resultiert in unkontrolliertem 
Zellwachstum und der Verminderung des programmierten Zelltodes, der Apoptose (s. Kapitel 
2.5). Die VEGFR-Familie spielt im Besonderen in der Tumorlymphangiogenese und der 
Tumorangiogenese eine Rolle. Durch die gesteigerte Aktivität des VEGFR3 wird vor allem 
die Lymphangiogenese, also die Bildung neuer Lymphgefäße aus bereits bestehenden, 
vorangetrieben [Olsson et al., 2006]. Hingegen findet der als Blutangiogenese, oder lediglich 
als Angiogenese bezeichnete Prozess, vornehmlich über die Aktivierung des VEGFR2 statt. 
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Mit diesem System verbunden ist das Potential eines Tumors zur Metastasierung [Ferrara, 
2003; Thiele und Sleeman, 2006]. 
Der Nachweis eines direkten Einflusses einer RTK in der Kanzerogenese wurde erstmals an 
Hand des EGFR erbracht [De Larco und Todaro, 1978]. Bis heute konnte die Überexpression 
verschiedener ErbB- und VEGF-Rezeptoren bei einer Reihe von Tumorerkrankungen 
nachgewiesen werden. Im Besonderen zeigte sich eine fehlregulierte Expression des EGFR in 
mindestens 33 – 50 % aller epithelialen Tumore [Brown et al., 1993; Shushanov et al., 2000; 
Sebastian et al., 2006]. Zusätzlich zu einer Überexpression sind weitere Mechanismen der 
Fehlregulation der rezeptorvermittelten Signalkaskaden bekannt. Dazu zählt die 
Überexpression der entsprechenden Liganden, die zur Ausbildung autokriner Schleifen führt 
[Yamanaka et al., 1993; Salomon et al., 1995; Scher et al., 1995]. Hierbei muss vor allem die 
autokrine Produktion des VEGFa im Zusammenhang mit der Angiogenese hervorgehoben 
werden [Wanebo, 2006]. Des Weiteren können die Rezeptoren in einer mutierten Form 
vorliegen, wobei der EGFRvIII eine der wichtigsten Mutationen darstellt. Dabei bedingt eine 
Deletionsmutation innerhalb der ligandenbindenden Region der extrazellulären Domäne eine 
konstitutive Aktivierung des Rezeptors [Garcia de Palazzo et al., 1993; Huang et al., 1997]. 
Der Nachweis einer erhöhten Expression oder Aktivität der Rezeptoren bei einer 
Tumorerkrankung wird mit einer schlechten Prognose und Therapierbarkeit korreliert [Nair, 
2005]. 
Auf Grund ihrer zentralen Bedeutung in der Tumorgenese sind die Mitglieder der ErbB- und 
VEGF-Rezeptorfamilie sowie ihre zugehörigen Liganden Ziel intensiver Forschungen. Da die 
Rezeptoren als Oberflächenantigene gut zugänglich sind und wie oben beschrieben häufig in 
Tumoren erhöht exprimiert vorliegen, werden eine Reihe verschiedener Ansätze der 
medikamentösen Tumortherapie verfolgt (s. Tabelle 3). Im klinischen Einsatz finden sich 
bisher Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI) und monoklonale Antikörper (MAK). MAK können 
durch verschiedene Mechanismen eine Inhibierung des Rezeptorsystems bewirken. So können 
MAK gegen spezifische Epitope der extrazellulären Domäne des jeweiligen Rezeptors 
gerichtet sein, wodurch die Bindung des nativen Liganden verhindert werden kann [Baselga 
et al., 2006; Schmitz und Ferguson, 2009]. Des Weiteren können MAK gegen die Liganden 
selbst gerichtet sein, wie im Falle von Becavizumab, welches eine spezifische AS-Sequenz 
des VEGFa erkennt und diesen bindet und dadurch abfängt [Hurwitz et al., 2004]. Der ErbB2-
spezifische MAK Trastzumab (Herceptin®) wird erfolgreich in der Behandlung ErbB2-
positiver Brusttumore eingesetzt. 
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Tabelle 3: Inhibierung von RTK und Liganden in der Tumortherapie. TKI: Tyrosinkinaseinhibitor, 
MAK: Monoklonaler Antikörper. 
Target Mechanismus Substanz Literatur 
EGFR TKI Tyrphostin AG1478 Osherov und Levitsky, 1994 
ErbB2-Rezeptor TKI Tyrphostin AG879 Yeh et al., 1999 
Pan-ErbB-Rezeptor TKI Canertinib Smaill et al., 2000 
EGFR MAK Certuximab/C225 Azemar et al., 2000 
VEGFR1/2 TKI SU5416 Wanebo et al., 2006 
VEGFA MAK Bevacizumab Hurwitz et al., 2004 
ErbB2-Rezeptor MAK Trastuzumab Baselga et al., 2006 
Der Wirkmechanismus von Trastuzumab ist noch nicht vollständig geklärt, jedoch werden 
folgende Mechanismen postuliert: (i) Durch Bindung an die extrazelluläre Domäne des 
Rezeptors wird die konstitutiv aktivierte Signalweiterleitung gehemmt. (ii) Die 
Heterodimerisierung des ErbB2-Rezeptors mit weiteren ErbB-Mitgliedern wird unterbunden. 
(iii) Die Menge an Gesamtrezeptor an der Zellmembran wird herunterreguliert [Stern und 
Herrmann, 2005; Dean-Colomb und Esteva, 2008].  
TKI sind niedermolekulare Substanzen, die gegen die intrazelluläre Tyrosinkinase-Domäne 
der entsprechenden Rezeptoren gerichtet sind. Auf Grund der strukturellen Ähnlichkeit der 
eingesetzten TKI mit ATP findet eine kompetitive Hemmung der Tyrosinkinaseaktivität des 
Rezeptors statt. Eine wichtige Gruppe der TKI stellen die Quinazolinderivate dar, wobei die 
Bindung an die ATP-Bindungsstelle reversibel oder irreversibel sein kann. Ein hoch 
spezifisches und potentes Quinazolinderivat ist Tyrphostin AG1478 ((4-(3-Chloranilino)-6,7-
dimethoxyquinazolin) mit einem IC50-Wert am isolierten EGFR von 3 nM (s. Abbildung 11, 
A) [Osherov et al., 1993; Osherov und Levitsky, 1994]. Ein ebenso potenter Hemmstoff des 
ErbB2-Rezeptors ist Tyrphostin AG879 [Yeh et al., 1999] (s. Abbildung 11, B). 
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Abbildung 11: (A) Struktur des EGFR spezifischen Inhibitors Tyrphostin AG1478. (B) Struktur des 
ErbB2-Rezeptor spezifischen Inhibitors Tyrphostin AG879. 
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2.7. Polyphenole 
Polyphenole umfassen eine große strukturell heterogene Stoffklasse, mit bisher mehr als 9000 
identifizierten Substanzen [Williams und Grayer, 2004]. Die Struktur des Phenols ist für alle 
Polyphenole als gemeinsame Grundlage charakteristisch. Die Polyphenole gehören der 
Gruppe der sekundären Pflanzenstoffe an und werden von der Pflanze im 
Sekundärstoffwechsel gebildet. Sie besitzen in der Pflanze vielfältige Funktionen wie den 
Schutz vor mikrobiellem Befall, antifungizide Wirkung, UV-Schutz, die Chelatierung 
toxischer Schwermetalle, den Schutz vor in der Photosynthese gebildeten reaktiven 
Sauerstoffspezies sowie den Schutz vor Fraßfeinden [Stevenson und Hurst, 2007]. Der Gehalt 
der Polyphenole kann auf Grund verschiedener Faktoren wie Klima, Anbaugebiet und 
Kultivierungsbedingungen stark schwanken [Harborne und Williamson, 2000]. Basierend auf 
ihren strukturellen Eigenschaften unterteilt man die Polyphenole in folgende Gruppen:  
? Phenolcarbonsäuren und ihre Derivate („Nicht-Flavonoide“) (s. Kapitel 2.7.2), 
? Flavonoide (s. Kapitel 2.7.3), 
? niedermolekulare Phenole (häufig flüchtige Aromastoffe, die nicht weiter erläutert 
werden) [Manach et al., 2004]. 
2.7.1. Polyphenolreiche Extrakte 
In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene polyphenolreiche Extrakte, darunter Apfel- 
und Beerenextrakte, untersucht. Ihre Hauptinhaltsstoffe werden nachfolgend aufgezählt und in 
den angeschlossenen Abschnitten ausführlich erläutert. 
Äpfel (Malus sp, Rosaceae) und Apfelprodukte gehören in den westlichen Industrienationen 
zu den Hauptflavonoidquellen in der humanen Ernährung [Vinson et al., 2001]. In 
Deutschland sind Äpfel (18,4 kg/Kopf/Jahr) und Apfelsaft (9,2 l/Kopf/Jahr) die meist 
konsumierten Früchte, beziehungsweise der meist konsumierte Fruchtsaft [Ellinger, 2007; 
Verband der deutschen Fruchtsaftindustrie, 2008]. Der Gesamtpolyphenolgehalt von Äpfeln 
kann bis zu 2 g/kg Frischgewicht betragen [Scalbert und Williamson, 2000]. Der in der Arbeit 
eingesetzte Apfelextrakt AE02 wurde aus 20 % Tafeläpfeln (hauptsächlich Jonagold) sowie 
80 % Mostapfelsorten (Topaz, Bohnapfel, Winterrambur, Bittenfelder) gewonnen. Die 
Aufreinigung des Klarsaftes erfolgte über eine mit Adsorberharz (XAD 16 HP, Rohm & 
Haas, Frankfurt, Deutschland) gefüllte Pharmacia Glassäule (BPG 100, 100x10 cm). 
Wasserlösliche Bestandteile wurden mit destilliertem Wasser entfernt und die 
polyphenolreiche Fraktion in 96 %-igem Ethanol eluiert. Anschließend wurde das 
ethanolische Eluat eingeengt und die Polyphenole gefriergetrocknet. Durch 
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HPLC/Diodenarraydetektor (DAD) konnten die polyphenolischen Inhaltsstoffe identifiziert 
werden [Kern et al., 2005; Schaefer et al., 2006]. Die Charakterisierung der Polyphenole 
wurde 2004 zu Gunsten kürzerer Analysezeiten, eines geringeren Lösungsmittelverbrauchs 
und einer LC-MS-Kompatibilität modifiziert. Die daraus erhaltenen Polyphenolgehalte sind in 
Tabelle 4 aufgeführt.  
Nach dem gleichen Verfahren wurde ein sortenreiner Extrakt über das Säulenmaterial SP70 
(Sepabeads SP 70, Resindion, Milano) aus dem Mostapfel Bohnapfel hergestellt (BA), dessen 
Polyphenolgehalte ebenso der Tabelle 4 zu entnehmen sind.  
Tabelle 4: Polyphenolzusammensetzung der Apfelextrakte AE02, BA und des Apfeltresterextraktes 
AE03B. [Kern et al., 2005; Dissertation Melanie Kern, 2006; Schaefer et al., 2006]. (−): nicht 
detektiert. 
Polyphenol AE02 AE03B BA 
Procyanidindimer B1 − 0,9 7,4 
(+)-Catechin 4,8 2,9 6,3 
Procyanidindimer B2 15,1 16,4 − 
(−)-Epicatechin 25,3 15,2 31,0 
Procyanidintrimer C1 − − 10,2 
Phloretin-2'xyloglukosid 155,8 68,8 119,0 
Phloretin-2'xylogalaktosid − − 14,0 
Phloridzin 35 64,0 17,6 
Chlorogensäure 240,8 20,6 158,0 
Kryptochlorogensäure 9,2 − 4,7 
Kaffeesäure 11,9 3,9 16,0 
3-Cumaroylchinasäure 9,2 − 1,4 
4-Cumaroylchinasäure 61,0 3,5 13,4 
p-Cumarsäure 2,9 4,3 0,8 
Quercetin-3-galaktosid 1,7 26,8 1,1 
Quercetin-3-glukosid − 8,5 0,7 
Quercetin-3-xylosid − 12,3 − 
Quercetin-3-arabinosid − 12,2 − 
Quercetin-3-rhamnosid − 19,1 2,8 
Quercetin-3-rutinosid 3,6 4,7 − 
Gesamt [mg/g] 576,3 284,0 404,4 
Der Apfeltresterextrakt AE03B wurde aus den Pressrückständen der Apfelsaftherstellung von 
Tafeläpfeln (Melrose, Granny Smith, Golden Delicious, Jonagold) der Ernte 2003 gewonnen. 
AE03B stellt ein Nebenprodukt der Apfelsaftherstellung dar. Durch den enzymatischen 
Aufschluss mit Pektinasen und Zellulasen der Zellmembran wird ein sogenannter B-Saft 
gewonnen. Die enzymatische Aufarbeitung erfolgt für 2 h bei 50 °C im Maischetank, daher 
wäre auch der Begriff Maischeerzeugnis treffend. Die Auswaschung der wasserlöslichen 
Komponenten erfolgte über ein Adsorberharz (P-495, Bucher-Alimentech, Neuseeland). 
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Nachfolgend wurden die polyphenolischen Anteile mit Ethanol eluiert und gefriergetrocknet. 
Die Analytik erfolgte analog den vorherigen Apfelextrakten (s. Tabelle 4). 
Der in der Arbeit eingesetzte procyanidinreiche Apfelextrakte PAE wurde aus Mostäpfeln der 
Sorte Antoinette gewonnen. Im Extrakt enthalten sind 78,4 % Procyanidine (95 %  
(−)-Epicatechin, 4 % (+)-Catechin), mit einem durchschnittlichen Polymerisierungsgrad von 
~ 4. Im PAE sind < 2 % monomere Catechine und weitere Polyphenole enthalten [Gossé et al, 
2005]. 
Die zwei polyphenolreichen Beerenextrakte sind das aus Blaubeeren (Vaccinium myrtillus) 
hergestellte Mirtocyan (Indena, Italien) und das aus den Pressrückständen von roten 
Weinbeeren gewonnene Oenocyanin (Bagnarese, Italien). Mirtocyan ist ein kommerziell 
erhältliches Nahrungsergänzungsmittel. Im Extrakt enthalten sind Polyphenole der Klassen 
der Phenolcarbonsäuren, Flavonole, Flavanole und Anthocyane, wobei letztere die 
Hauptgruppe der im Extrakt enthaltenen Flavonoide mit 36 % ausmachen (s. Tabelle 5). Alle 
weiteren Polyphenole stellen ~ 18 % des Gesamtextraktes dar und sind nicht weiter 
identifiziert. Die verbleibenden Inhaltsstoffe stellen Kohlenhydrate (׽  20 %), Alkohole (׽ 
9 %), Fette (׽ 0,04 %), Stickstoffverbindungen (׽  1 %) und Asche (׽ 0,7 %) sowie ׽ 15 % 
nicht identifizierte Stoffe dar.  
Tabelle 5: Anthocyangehalte von Mirtocyan und Oenocyanin in Prozent bezogen auf den 
Gesamtanthocyangehalt (100 %), bestimmt mittels HPLC [Cooke et al., 2006b]. (−) nicht erfasst. 
Anthocyan 
(in % bezogen auf Gesamtanthocyangehalt) 
Mirtocyan Oenocyanin 
Delphinidin-3-Galactosid 16 − 
Delphinidin-3-Glukosid 14 7 
Delphinidin-3-Arabinosid 12 − 
Cyanidin-3-Galactosid 10 − 
Cyanidin-3-Glukosid 11 16 
Cyanidin-3-Arabinosid 8 − 
Petunidin-3-Galactosid 3 − 
Petunidin-3-Glukosid 8 12 
Petunidin-3-Arabinosid 2 − 
Peonidin-3-Galactosid 1 − 
Peonidin-3-Glukosid 4 20 
Peonidin-3-Arabinosid 1 − 
Malvidin-3-Galactosid 3 − 
Malvidin-3-Glukosid 5 40 
Malvidin-3-Arabinosid 2 − 
Weitere Anthocyane (Summe) − 5 
Der Weinbeerenextrakt Oenocyanin besitzt einen Anthocyangehalt von 22 %. Alle weiteren 
Polyphenole (Flavanole, Phenolcarbonsäuren) belaufen sich auf ~ 12 % des Gesamtextraktes 
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und sind ebenso nicht bestimmt worden. Weitere Bestandteile stellen Kohlenhydrate 
(׽ 25 %), organische Säuren (׽ 14 %), Alkohole (׽ 9 %), Stickstoffverbindungen (׽ 1 %), 
Asche (׽ 1 %) sowie ׽ 16 % nicht identifizierter Stoffe dar. 
Die Hauptanthocyane der Extrakte wurden mittels HPLC bestimmt und sind Tabelle 5 zu 
entnehmen [Cooke et al., 2006b].  
2.7.2. Phenolcarbonsäuren  
Die Phenolcarbonsäuren umfassen die Gruppen der Hydroxyzimtsäuren und 
Hydroxybenzoesäuren. Sie liegen zumeist mit organischen Säuren oder Zuckern in veresterter 
Form vor. Substanzen der Klasse der Hydroxyzimtsäuren sind in der Humanernährung von 
größerer Bedeutung als die Hydroxybenzoesäuren, da diese nur in wenigen Nahrungsmitteln 
wie roten Früchten und roten Zwiebeln vorkommen [Manach et al., 2004]. 
Die ubiquitär in Pflanzen vorkommende Hydroxyzimtsäure Chlorogensäure (5-O-
Caffeeoylchinasäure), ein Ester der Kaffeesäure und Chinasäure, ist der Hauptvertreter dieser 
Stoffgruppe [Rice-Evans et al., 1996] (s. Abbildung 12). Die Chlorogensäure ist auch in den 
untersuchten Apfelextrakten das mengenmäßig am höchsten vertretene Polyphenol (s. Tabelle 
4). Generell sind in Äpfeln abhängig von der Sorte 45 – 384 mg/kg Frischobst 
Hydroxyzimtsäuren enthalten [Vrhousek et al., 2004]. Hohe Gesamtgehalte an 
Hydroxyzimtsäuren (1,8 – 2,1 g/kg), darunter weitere wie Ferulasäure und die 
Stellungsisomere der Chlorogensäure, die Neochlorogensäure und Kryptochlorogensäure, 
werden vor allem in Blaubeeren gefunden [King, 1999].  
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Abbildung 12: Struktur der Kaffeesäure und Chinasäure und deren Ester Chlorogensäure.  
Eine durch Rot- und Weißwein sowie Tee aufgenommene Hydroxybenozesäure ist die 
Gallussäure (3,4,5-Trihydroxybenzoesäure, s. Abbildung 13) [Watzl und Rechkemmer, 2001]. 
Sie stellt das Monomer für den Aufbau komplexer Verbindungen, den hydrolysierbaren 
Tanninen oder Gallotanninen, dar [Manach et al., 2004]. Die Hydroxybenzoesäure Ellagsäure 
(Dihydroxybenzoesäure) entsteht unter Abspaltung von Wasser aus zwei 
Gallussäuremolekülen und findet sich in Beerenfrüchten der Familie der Rosaceae [Clifford 
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und Scalbert, 2000]. Eine weitere Bedeutung kommt der Gallussäure als Abbauprodukt von 
Anthocyanidinen zu (s. Kapitel 2.7.3). 
OH
OH
COOH
OH
Gallussäure
OH
OH
O
O
O
OH
OH
O
Ellagsäure  
Abbildung 13: Struktur von Gallussäure und Ellagsäure. 
Biologische Verfügbarkeit 
Für die Bioaktivität eines Polyphenols in vivo ist die Bioverfügbarkeit von entscheidender 
Bedeutung. Das heißt, das Polyphenol muss nach oraler Aufnahme in entsprechendem Maße 
absorbiert werden und systemisch, beziehungsweise am Wirkort, in ausreichend hoher 
Konzentration vorliegen. Eine weitere wichtige Fragestellung ist dabei, in welcher Form das 
Polyphenol vorliegt, also welchem Metabolismus es unterliegt. Allgemein ist die Datenlage 
zur Resorption und Biotransformation der Polyphenole noch limitiert. Für viele Polyphenole 
wird bisher eine sehr geringe Bioverfügbarkeit angenommen. Allerdings könnten gerade bei 
einer geringen Resorptionsrate hohe lokale Konzentrationen im Darm möglich sein. 
Freie Hydroxyzimtsäuren können sowohl im Dünndarm als auch im Dickdarm absorbiert 
werden. Es konnte ein aktiver Transportmechanismus im Jejunum von Ratten über einen  
Na+-abhängigen Transporter gezeigt werden. Des Weiteren ist die Absorption über passive 
Diffusion möglich [Ader et al., 1996; Olthof et al., 2001]. Die Aufnahme der 
Hydroxyzimtsäurenester wird hingegen noch kontrovers diskutiert. Hydroxyzimtsäurenester 
können von den im Dickdarm lokalisierten Xylasen und Esterasen der Mikroflora 
metabolisiert werden. So wird der Hydroxyzimtsäurenester Chlorogensäure durch 
Escherichia coli, Bifidobacterium lactis und Lactobacillus gasseri in der Dickdarmflora 
hydrolysiert und kann nachfolgend resorbiert werden [Couteau et al., 2001]. Nach 
Chlorogensäureaufnahme konnten so das Abbauprodukt Kaffeesäure sowie O-methylierte 
Metabolite im Plasma und Urin von Menschen und Ratten nachgewiesen werden [Azuma et 
al., 2000; Nardini et al., 2002]. Gleichzeitig zeigten Lafay et al. (2006), dass intakte 
Chlorogensäure ebenso über den Magen der Ratte resorbiert werden kann. Des Weiteren 
deuten Daten darauf hin, dass die Spaltung der Hydroxyzimtsäurenester durch 
Carboxylesterasen in den Enterozyten des Dünndarm stattfinden kann [Kern et al., 2003]. 
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Auch Kahle et al. (2007) konnten nach Verabreichung eines chlorogensäurereichen 
Apfelsaftes in der Ileostomaflüssigkeit von Patienten das Abbauprodukt Chinasäure 
nachweisen. Daher wird eine Freisetzung der Chinasäure durch Esterasen der Enterozyten von 
Kahle et al. (2007) aus Hydroxyzimtsäurenestern postuliert. So konnten Untersuchungen von 
Lafay et al. (2006) weiterhin zeigen, dass geringe Mengen an Chlorogensäure im Dünndarm 
aufgenommen werden können, jedoch komme der Hydrolyse und Aufnahme der 
Chlorogensäure aus dem Dickdarm die dominantere Bedeutung zu. Olthof et al. (2003) 
zeigten, dass nachfolgend die Hälfte der aufgenommenen Chlorogensäure zur Hippursäure 
metabolisiert wird. Die resorbierten Hydroxyzimtsäuren wurden in der Leber durch ß-
Oxidation abgebaut bzw. können methyliert werden und der biliären Ausscheidung zugeführt 
werden [Ader et al., 1996].  
Auf Grund ihres geringen Vorkommens in der humanen Ernährung ist über die Resorption 
und den Metabolismus der Hydroxybenzoesäuren wenig bekannt [Manach et al., 2005]. Die 
verfügbaren Studien zeigen jedoch für Gallussäure eine im Vergleich hohe Bioverfügbarkeit. 
Freie sowie glukuronidierte Gallussäure und der Hauptmetabolit 4-O-Methylgallussäure 
erreichten im humanen Plasma eine Konzentration von 4 µmol/l nach oraler Gabe von 50 mg 
Gallussäure. Diese Menge ist beispielsweise durch Rotweinkonsum (10 – 60 mg/l 
Gallussäure) nicht unrealistisch [Shahrzad et al., 1998 und 2001]. 
2.7.3. Flavonoide 
Die größte Gruppe der in der Humanernährung vorkommenden Polyphenole stellen die 
Flavonoide dar. Ihnen gemeinsam ist ein 2-Phenylchromangrundgerüst, das Flavan. Dieses 
besteht aus drei Kohlenstoffringen mit zwei aromatischen Ringen A und B, die über einen  
O-heterozyklischen Ring C miteinander verknüpft sind (s. Abbildung 14) [D’Archivio et al., 
2007; Wang und Stoner, 2008].  
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Abbildung 14: Grundgerüst der Flavonoide; Flavan (2-Phenylchroman).  
Abhängig von Hydroxylierungsgrad, Oxidationsstufe am C-Ring, Art der Substituenten und 
Polymerisierungsgrad können die Flavonoide in weitere Untergruppen eingeteilt werden. Die 
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Strukturmerkmale der Untergruppen der Anthocyanidine, Flavan-3-ole, Flavone, Flavonole, 
Flavonone und Isoflavone sind der Tabelle 6 zu entnehmen [D’Archivio et al., 2007]. 
Tabelle 6: Grundstruktur der Hauptgruppen der Flavonoide [modifiziert nach D’Archivio et al., 2007]. 
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Die meisten Flavonoide kommen in der Natur nicht als Aglykon, sondern in Form ihrer 
Flavonoidglykoside vor. Die bevorzugten Glykoside der Flavonoide werden über die 
Hydroxygruppe in C3-Position gebildet. Zumeist sind die Zucker Glukose, Galaktose, 
Rhamnose, Xylose oder Arabinose ß-glykosidisch mit dem Aglykon verknüpft. Eine 
Ausnahme davon bilden die Flavan-3-ole, oder auch Catechine, die als Aglyka vorkommen, 
beziehungsweise mit einem Gallatrest verknüpft sind. Im Gesamten konnten bisher ca. 80 
verschiedene Zucker in Flavonoidglykosiden nachgewiesen werden [Manach et al., 2005; 
Fraga, 2007]. Im Folgenden werden die für diese Arbeit relevanten Flavonoidklassen 
behandelt. 
 
Anthocyane  
Die Anthocyane sind die wichtigste Gruppe wasserlöslicher Farbpigmente in Pflanzen und 
tragen zur charakteristischen Rot- bis Blaufärbung von vielen Früchten und Gemüse bei 
[Wang und Stoner, 2008]. Die Aglyka selbst, die Anthocyanidine, kommen originär kaum in 
der Natur vor, sondern liegen in glykosidisch gebundener Form als Anthocyane vor und 
besitzen im Gegensatz zu allen anderen Flavonoiden eine positive Ladung am aromatischen 
C-Ring. Sie weisen je nach pH-Wert und anwesenden chelatierenden Metallionen eine 
unterschiedliche Färbung auf [Hou, 2003]. Sie liegen in der Pflanze als Glykoside, meist über 
C3 und zusätzlich an C5 oder C7 gebunden vor (s. Abbildung 15). Die Zuckerreste sind 
zumeist die Monosaccharide Glukose, Galaktose, Rhamnose, Xylose und Arabinose. Die 
O
O
OH
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Zucker können ebenfalls als Di- und Trisaccharide gebunden sein, beispielsweise das 
Disaccharid Rutinose [Watzl und Rechkemmer, 2002]. Die Anthocyanidine werden durch ihr 
unterschiedliches Hydroxy- und Methoxylierungsmuster am B-Ring weiter unterschieden. Zu 
den in der Natur am häufigsten vorkommenden Anthocyanen zählen die Glykoside der 
Anthocyanidine Delphinidin, Cyanidin und Malvidin (s. Abbildung 15). 
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Abbildung 15: Grundstruktur der Anthocyanidine (2-Phenyl-benzo[b]pyran). 
Die Biochemie der Anthocyane ist komplexer als die der meisten anderen Flavonoide, da sie 
in wässriger Lösung in unterschiedlichen molekularen Formen vorliegen (s. Abbildung 16). 
Die Hauptstruktur stellt das rote mesomeriestabilisierte Flavyliumkation bei pH < 2 dar. Bei 
ansteigendem pH-Wert findet ein schneller Verlust eines Protons statt und der Übergang in 
die blaue chinoidale Struktur. Die langsamere Hydratation des Flavyliumkations führt zum 
Übergang in die farblose Form des Chromenols, die weiter tautomerisieren kann und durch 
Öffnung des C-Rings in das ebenso farblose Diketon übergeht [Mc Ghie und Walton, 2007].  
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Abbildung 16: Molekulare Strukturen der Anthocyane in Abhängigkeit vom pH-Wert [modifiziert 
nach Habermehl et al., 2008; Thomasset et al., 2009]. 
Bioverfügbarkeit der Anthocyane 
Die Angaben über die tägliche Aufnahme an Anthocyanen schwanken stark je nach Land und 
Ernährungsgewohnheiten. Die tägliche Aufnahme an Anthocyanen wird in den Vereinigten 
Staaten auf durchschnittlich 12,5 mg/Person, in Finnland auf 82 mg/Person geschätzt [Wu et 
al., 2006]. Dieser Wert kann jedoch durch die ansteigende Popularität von 
Nahrungsergänzungsmitteln auf Anthocyanbasis um ein Vielfaches überschritten werden. 
Beerenfrüchte stellen eine reiche Quelle an Anthocyanen dar und können mehrere 10 bis 
100 mg Anthocyane in einer Verzehrsportion enthalten [Wu et al., 2006].  
Theoretische Grundlagen 
- 33 - 
Anthocyane werden generell schnell absorbiert und eliminiert. Die Zeit in der die höchste 
Konzentration im Plasma detektiert wird liegt zwischen 0,5 und 2 h, was schneller ist als bei 
anderen Flavonoiduntergruppen [Prior und Wu, 2006]. Die Absorption und der Metabolismus 
der Anthocyane wird in der Literatur durch unterschiedliche Charakteristika beschrieben, die 
in Abbildung 17 zusammengefasst sind und im Folgenden erläutert werden.  
 
Abbildung 17: Schematische Übersicht der Absorptionsmechanismen und der Metabolisierung der 
Anthocyane [modifiziert nach McGhie und Walton, 2007]. AC: Anthocyanidin; AC-GLY: Anthocyan; 
AC-Methyl: methyliertes Anthocyanidin; AC-GLU: glukuronidiertes Anthocyanidin; SGLT1: Na+-
abhängiger Glukose Ko-Transporter; LPH: Laktase Phloridzin Hydrolase. 
Die Bioverfügbarkeit der Anthocyane wird allgemein als sehr gering eingestuft und liegt in 
Humanstudien meist unter 0,1 % [Netzel et al., 2001; Wu et al., 2002; Manach et al., 2005; 
McGhie und Walton, 2007]. In verschiedenen Untersuchungen konnte die intakte Aufnahme 
der Anthocyanglykoside in Plasma und Urin nachgewiesen werden [Hollman et al., 1999; 
Frank et al., 2003; Nielsen et al., 2003; Stoner et al., 2005]. Als Aufnahmemechanismus der 
intakten Glykoside wird auf Grund ihrer Hydrophilie passive Diffusion im Dünndarm 
ausgeschlossen. Ein postulierter Mechanismus ist die Absorption über spezifische 
Transporter, wie den aktiven Na+-abhängigen Glukosetransporter SGLT1 in die Enterozyten 
[Hollman et al., 1999]. Des Weiteren wird ihre luminale Hydrolyse in die Aglykone durch 
Enzyme wie die Laktase Phloridzin Hydrolase (LPH) postuliert [Nemeth et al., 2003]. 
Zusätzlich bedingt die chemische Struktur der Anthocyanidine, der gebundene Zuckerrest 
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sowie die Anwesenheit acetylierter Gruppen die Absorption der Anthocyane. Wu et al. (2004) 
zeigten, dass Pelargonidin-3-Glukoside eine achtmal schnellere Resorptionsrate als Cyanidin-
3-Glukoside aufweisen. Ebenso konnten Kahle et al. (2006) in einer Studie mit 
Ileostomapatienten, welche anthocyanreiche Blaubeeren zu sich nahmen, eine Abhängigkeit 
des Metabolismus vom Zuckerrest sowie der Methoxylierung der Anthocyane aufzeigen. 
Dabei wurden Glukoside stärker abgebaut oder absorbiert als Arabinoside, welche die höchste 
Wiederfindungsrate in der Ileostomaflüssigkeit aufzeigten.  
Die bisher nachgewiesenen Hauptmetabolite der Anthocyane stellen glukuronidierte und 
methylierte Konjugate dar. Sulfatierte Metabolite wurden nur in sehr wenigen Studien und in 
geringen Konzentrationen detektiert [Wu et al., 2002; Kay et al., 2004 und 2005; Tian et al., 
2006; Lehtonen et al., 2009]. Als die am Metabolismus beteiligten Enzyme werden die UDP-
Glukuronyltransferase, UDP-Glukosedehydrogenase und die Catechol-O-Methyltransferase, 
die im Dünndarm, der Leber und der Niere lokalisiert sind, diskutiert [Prior und Wu, 2006].  
Trotz der beschriebenen geringen Bioverfügbarkeit konnten verschiedene Studien 
Plasmakonzentrationen der Anthocyane zwischen 1 nM und 1 µM nachweisen [Prior und Wu, 
2006]. Auch im Gewebe der ApcMin-Maus, einem Darmkrebsmodell, wurden detektierbare 
Mengen an Anthocyanen aus einem Blaubeerextrakt sowie ihrer glukuronidierten und 
methylierten Metabolite im Dünndarm (8,1 µg/g Gewebe) und Urin (12,3 µg/ml) 
nachgewiesen [Cooke et al., 2006a]. Ebenso bei Patienten mit kolorektalem Krebs, die 
denselben Blaubeerextrakt erhielten, konnten Anthocyane und deren Metabolite im Plasma, 
Urine und kolorektalem Gewebe nachgewiesen werden. Die höchsten Konzentrationen 
wurden dabei mit 179 ng/g im kolorektalen Tumorgewebe detektiert [Cai et al., eingereicht].  
Des Weiteren konnte unter in vitro- und Bedingungen des Kolons gezeigt werden, dass 
Anthocyane, im Besonderen jedoch Anthocyanidine, einem schnellen Abbau unterliegen 
[Keppler und Humpf, 2005; Fleschhut et al., 2006; Kern et al., 2007a]. Demnach könnten 
Anthocyane, die nicht im Dünndarm resorbiert werden im Kolon durch die intestinale 
Mikroflora mittels Deglykosylierung in ihre entsprechenden Aglyka abgebaut werden. Die 
Anthocyanidine sind unter physiologischen Bedingungen im Sauren stabil, bei neutralem pH-
Wert tritt ein rascher Zerfall ein (s. Abbildung 18). Nach Entstehen des Chromenols bei 
erhöhtem pH-Wert erfolgt die Ringöffnung zur reaktiven Zwischenstufe des α-Diketons. 
Hieraus erfolgt die Spaltung in ein Aldehyd und eine entsprechende phenolische Carbonsäure 
bzw. Phenolsäure. Die Phenolsäure geht bei der Spaltung aus dem B-Ring hervor und ist 
daher für jedes Anthocyanidin spezifisch, wohingegen das Aldehyd (Phloroglucinolaldehyd) 
bei allen Anthocyanidinen dasselbe ist [Keppler und Humpf, 2005; Fleschhut et al., 2006].  
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Abbildung 18: Zerfallsmechanismus der Anthocyanidine und korrespondierende Phenolsäuren 
[modifiziert nach Fleschhut et al., 2006]. 
Die in vielen Studien gezeigte geringe Bioverfügbarkeit der Anthocyane könnte daher 
möglicherweise mit dem Abbau im Kolon erklärbar sein. Der Verbleib von 60 – 90 % der 
Anthocyane während der Passage des Gastrointestinaltraktes sowie der Beitrag des oben 
beschriebenen Abbaus sind noch nicht geklärt [Prior und Wu, 2006]. Des Weiteren bedienen 
sich die meisten der eingesetzten analytischen Nachweismethoden der HPLC und detektieren 
das rote Flavyliumkation. Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass die Anthocyane in dieser Form 
in vivo im Gastrointestinaltrakt vorliegen [McGhie und Walton, 2007].  
 
Flavonole 
Die Gruppe der Flavonole ist die mengenmäßig dominante Stoffgruppe der Flavonoide in der 
Humanernährung [Manach et al., 2004; D’Archivio et al., 2007]. Charakterisiert werden die 
Flavonole über eine Doppelbindung zwischen C2 und C3 sowie einer Hydroxylgruppe in  
C3-Position. Hauptvertreter der Flavonole sind das intensiv untersuchte  
5,7,3’,4’-Tetrahydroxyflavonol Quercetin und Kaempferol [Manach et al., 2004]. Die 
Hauptaufnahmequellen sind Zwiebeln, Äpfel, Brokkoli und Blaubeeren mit bis zu 
Anthocyanidin Korrespondierende 
Phenolsäure 
R1, R2 
Cyanidin Protocatechusäure OH, H 
Delphinidin Gallussäure OH, OH 
Malvidin Syringasäure OCH3, OCH3 
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1,2 g/kg Frischgewicht. Ebenso hohe Flavonol-Konzentrationen, bis 45 mg/l, sind in Tee und 
Rotwein enthalten. Die tägliche Aufnahme wird auf ungefähr 4 – 68 mg geschätzt [Rice-
Evans et al., 2000]. Die Flavonole liegen in glykosylierter Form meist mit Rhamnose, 
Galaktose, Arabinose, Xylose oder auch Glukuronsäure verestert vor. Ihre Synthese ist 
lichtinduziert, was ihre starke Varianz und ihre Lokalisierung in den äußeren 
Pflanzenschichten erklärt [Manach et al., 2004].  
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Abbildung 19: Struktur des Quercetins (5,7,3´,4´-Tetrahydroxyflavonol). 
 
Biologische Verfügbarkeit 
Die Bioverfügbarkeit des Flavonols Quercetin ist unter den Flavonoiden mit am besten 
untersucht. Die Resorption der Flavonolglykoside aus dem Dünndarm kann über aktiven 
Transport mittels SGLT1 in die Enterozyten erfolgen, innerhalb welcher durch eine 
zytosolische β-Glukosidase die hydrolytische Spaltung stattfindet [Walgren et al., 2000]. Des 
Weiteren kann die Hydrolyse in das Aglykon durch die in der Bürstensaummembran 
lokalisierte LPH erfolgen, mit nachfolgender passiver Diffusion [Day et al., 2001a und b]. Die 
Hydrolyse zeigte sich in Untersuchungen mit humaner Ilestomaflüssigkeit als abhängig vom 
Zuckerrest, dem Aglykon und der mikrobiellen Darmflora [Knaup et al., 2007]. So wurden 
Quercetinglykoside aus Zwiebeln als besser bioverfügbar, als diejenigen aus Äpfeln 
charakterisiert [Hollmann et al., 1997]. Nach der Resorption liegt Quercetin im Plasma in 
Form seiner glukuronidierten, sulfatierten oder O-methylierten Metabolite vor [Mullen et al., 
2006]. Day et al. (2001a und b) identifizierte die Hauptmetabolite des Quercetins im humanen 
Plasma als Quercetin-3-O-glukuronid, 3´-O-Methylquercetin-3-O-glukuronid und Quercetin-
3´-O-sulfat. So konnten im humanen Plasma Konzentrationen der Metabolite nach 
wiederholter Aufnahme von Zwiebeln von 0,6 µM nachgewiesen werden [Moon et al., 2000]. 
Weitere Metabolisierungen wie Glukuronidierungen, Methylierungen und vor allem die 
Bildung von Sulfokonjugaten finden in der Leber statt [Piskula und Terao, 1998]. Die 
Metabolite können über die Galle in das intestinale Lumen sezerniert werden, wo sie partiell 
über den enterohepatischen Kreislauf rückresorbiert werden können [Manach et al., 2005]. 
Findet keine Resorption im Dünndarm statt, wird das Glykosid durch die Mikroflora des 
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Dickdarms metabolisiert [Hollmann et al., 1999]. Langsame Ausscheidungsraten der 
Metabolite mit Halbwertszeiten von 11 bis 28 h sind charakteristisch [Manach et al., 2004].  
 
Flavan-3-ole 
Unterscheidungsmerkmal der Flavan-3-ole von den weiteren Unterklassen der Flavonoide ist 
ihr Vorliegen als Aglyka. Die postulierte Rolle der Flavan-3-ole in der Pflanze ist der Schutz 
vor mikrobiellem Befall. Dies wird mit ihrer Eigenschaft begründet, essentielle Metallionen 
und Mineralien zu chelatieren [Aron und Kennedy, 2008]. In monomerer Form werden die 
Aglyka als Catechine bezeichnet, in polymerer Form als Procyanidine oder kondensierte 
Tannine [D’Archivio et al., 2007]. Die di-, oligo- oder polymeren Procyanidine besitzen ein 
hohes Molekulargewicht und sind zumeist über C4, C6 und C8 miteinander verknüpft (s. 
Abbildung 20). Durch die hohe Anzahl an Hydroxygruppen besitzen sie gerbende 
Eigenschaften. Wichtige Vertreter sind (−)-Epicatechin, (+)-Catechin, die Procyanidine B1 
((−) Epicatechin (4β→8)-(+)-Catechin) und B2 ((−) Epicatechin (4β→8)-(−)-Epicatechin).  
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Abbildung 20: Struktur von (+)-Catechin und Procyanidin B1. 
Hohe Konzentrationen sind in Trauben, Kakao, Äpfeln, Rotwein und grünem Tee zu finden 
[Arts et al., 2000 a und b; Fraga, 2007]. Die Aufnahme an Flavan-3-olen wird auf 10 mg bis 
0,5 g/Tag geschätzt [Deprez et al., 2001]. In den USA liegt der Schnitt bei 57,8 mg/Tag pro 
Person, abhängig von Geschlecht und Alter [Gu et al., 2004].  
Biologische Verfügbarkeit 
Trotz ihrer weiten Verbreitung wurde die Bioverfügbarkeit der Flavan-3-ole hauptsächlich 
nach der Aufnahme von Tee und Schokolade untersucht [Manach et al., 2005]. Flavan-3-ole 
liegen nach Resorption hauptsächlich als glukuronidierte, methylierte und sulfatierte 
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Metabolite vor [Kuhnle et al., 2000; Meng et al., 2002]. Identifizierte Metabolite von 
Epicatechin (EC) im Plasma von Mensch und Ratte stellen EC-3´-O-glukuronid, 4´-O-
Methyl-EC-3´-glukuronid, 4´-O-Methyl-EC-5-glukuronid und 7-O-EC-glukuronid, das 
Aglykon EC und 4´-O-Methyl-EC dar [Natsume et al., 2003]. Generell werden monomere 
Flavan-3-ole rasch über den Urin eliminiert (t1/2 = 1 – 7 h) [Amelsvoort et al., 2001; Manach 
et al., 2005]. Bisher wurden keine Flavan-3-ole mit Galloylrest im Urin nachgewiesen, da ihr 
Hauptausscheidungsweg biliär ist [Amelsvoort et al., 2001]. Der Galloylrest beeinflusst des 
Weiteren stark die Bioverfügbarkeit der monomeren Flavan-3-ole. Flavan-3-ole mit 
Galloylrest sind dabei deutlich schlechter bioverfügbar [Chen et al., 1997; Amelsvoort et al., 
2001]. Hauptabbauprodukte der Flavan-3-ole stellen Phenolsäuren wie Benzoesäure und 
Hippursäure dar, die in meta-Position hydroxyliert sind [Gonthier et al., 2003; Rios et al., 
2003]. 
Die Resorption der oligomeren Procyanidine wird kontrovers diskutiert. Verschiedene 
Autoren berichten über eine intakte Aufnahme der Procyanidine bis zu einem bestimmten 
Oligomerisierungsgrad im Dünndarm [Deprez et al., 2001; Appeldoorn et al., 2009]. 
Appeldoorn et al. (2009) zeigten die intakte unmetabolisierte Aufnahme von dimeren 
Procyanidinen in den Dünndarm von Ratten mittels in situ Perfusionsmodell. Kahle et al. 
(2007) konnten in der Ileostomaflüssigkeit von Patienten 90,3 % der aufgenommenen 
oligomeren Procyanidine detektieren, die so unter physiologischen Bedingungen den Kolon 
erreichen können. Dabei stellten sie eine Abnahme des durchschnittlichen 
Oligomerisierungsgrades fest. Gleichzeitig konnten weder (+)-Catechin noch dimere 
Procyanidine in der Ileostomaflüssigkeit bestimmt werden, was möglicherweise auf deren 
Resorption hindeutet. In vitro-Untersuchungen von Deprez et al. (2001) bestätigen eine 
Aufnahme von (+)-Catechin, dimereren und trimeren Procyanidinen durch Monolayer von 
humanen Caco-2-Zellen. Gleichzeitig sprechen Untersuchungen für eine Spaltung der 
Procyanidine [Spencer et al., 2001; Zhu et al., 2002]. Spencer et al. (2001) zeigten Monomere 
und Phenolsäuren (z. B. Phenylpropionsäuren, Phenylessigsäuren) als Abbauprodukte der 
Procyanidine während der Passage des Gastrointestinaltraktes. 
Der mikrobielle Metabolismus ist bisher wenig untersucht. Eine in vivo-Studie mit Ratten 
zeigte, dass der mikrobielle Abbau der Procyanidine mit steigendem Oligomerisierungsgrad 
sinkt. Eine mögliche Erklärung hierfür stellt die antimikrobielle Eigenschaft der Procyanidine 
dar. Eine aktuelle in vitro-Fermentationsstudie mit humaner Mikroflora zeigte die 
Hauptmetabolite 2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-acetylsäure und 5-(3,4-Dihyroxyphenyl)-γ-
valerolacton. Es wurden dabei keine Monomere der Flavan-3-ole detektiert. Appeldoorn et al. 
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(2009) postulieren einen Abbauweg der Procyanidine, der nicht über eine Spaltung in 
monomere Flavan-3-ole verläuft. 
 
Dihydrochalkone 
Aus den Flavanonen sind durch Ringöffnung bestimmte Dihydrochalkone zugänglich. 
Dihydrochalkone stellen charakteristische Inhaltsstoffe von Äpfeln dar und sind daher in den 
untersuchten Apfelextrakten enthalten.  
OH
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Abbildung 21: Grundstruktur der Dihydrochalkone.  
Hervorzuheben sind dabei Phoridzin und sein korrespondierendes Aglykon Phloretin. Im 
untersuchten AE02 nehmen Glykoside des Dihydrochalkons Phloretin 10 % der 
Gesamtpolyphenolmenge ein [Kern et al., 2005].  
Biologische Verfügbarkeit 
Die Resorption der Dihydrochalkone findet hauptsächlich im Dünndarm statt. Dies konnte 
erstmals mit Hilfe eines in situ-Perfusionsmodell nachgewiesen werden [Crespy et al., 2001a]. 
Nach Gabe von Phloridzin wurde dessen Aglykon Phloretin und die Glukuronide und Sulfate 
des Phloretins nachgewiesen, wobei Phloridzin zu 80 % in Phloretin hydrolysiert wurde. In 
einer weiteren Studie von Crespy et al. (2001b) wurden nach Phloridzingabe geringe 
Konzentrationen des Aglykons Phloretin im Blutplasma von Ratten detektiert. Da dabei kein 
Phloridzin im Blutplasma enthalten war, deutet dies auf eine Hydrolyse von Phloridzin vor 
der Absorption und dem Metabolismus hin. Kahle et al. (2005b) zeigten nach Gabe eines 
phloridzinhaltigen Apfelsaftes, neben Phloretinglukuroniden, auch das Aglykon Phloretin in 
der Ileostomaflüssigkeit von Probanden. Ebenso konnte nach Phloridzin- und Phloretin-2´-O-
xyloglukosidgabe, das Aglykon Phloretin und der Metabolit Phloretin-2′-O-glukuronid 
nachgewiesen werden, was ebenso auf eine Hydrolyse von Phloridzin vor der Absorption 
hindeutet [Kahle et al., 2007]. Marks et al. (2009) zeigten nach Gabe von 500 ml Apfelcidre 
eine Plasmakonzentration des Metaboliten Phloretin-2´-O-glukuronid von 73 nmol/l mittels 
HPLC-MS. Es wurde ebenso postuliert, dass es sich um eine Aufnahme über den Dünndarm 
handelt, da sich sowohl vergleichbare Exkretionsraten im Urin als auch schnelle maximale 
Plasmakonzentrationen, bei gesunden Probanden und Ileostomapatienten, fanden. 
Phloretin R = H 
Phloridzin R = β-D-Glukopyranose 
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2.7.4. Stand der Forschung zur Hemmung von RTK 
In der Literatur werden umfangreiche biologische Wirkungen der Polyphenole, wie 
antioxidative, antivirale, antiallergene, antiinflammatorische und immunstimulierende 
Eigenschaften diskutiert [Boyer und Liu, 2004; Duthie, 2007].  
Ins Zentrum des wissenschaftlichen und öffentlichen Interesses rückte in den letzten 
Jahrzehnten die Wirkung von natürlichen Nahrungsbestandteilen als Chemopräventiva und 
Chemotherapeutika.  
Der kanzerogene Prozess kann vereinfacht in die drei Stadien Initiation, Promotion und 
Progression aufgeteilt werden (s. Kapitel 2.1, Abbildung 22). Polyphenole haben Modulation 
von Elementen in allen Stufen der Kanzerogenese gezeigt. Im Schritt der Promotion können 
Signalwege, die das Gleichgewicht zwischen Zellproliferation und Apoptose aufrechterhalten, 
fehlreguliert vorliegen.  
 
 
Abbildung 22: Schematische Darstellung der Stufen der Kanzerogenese [modifiziert nach Ramos, 
2008]. 
Eine solche Fehlregulation kann durch eine Überexpression bzw. gesteigerte Aktivität des 
Systems der RTK ausgelöst werden. Zusätzlich besitzen die Rezeptoren und Liganden der 
VEGF-Familie in späteren Schritten der Kanzerogenese, innerhalb der Progression, eine Rolle 
bei der Modulation der Angiogenese und Lymphangiogenese. Wie bereits in Kapitel 2.6 
diskutiert, wird die Inhibition der Aktivität der RTK in der klinischen Tumortherapie bereits 
angewendet. Im Folgenden werden bekannte Modulationen des RTK-Systems durch 
Lebensmittelinhaltsstoffe beschrieben, die für die vorliegende Arbeit relevant sind.  
In vitro-Untersuchungen 
Veränderungen der Aktivität des RTK-Systems wurden vor allem anhand des EGFR 
untersucht. Es stehen zahlreiche Untersuchungen zu dessen Inhibition durch natürliche 
normale Zelle
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Substanzen zur Verfügung [Teillet et al., 2008]. Als Maß für die Aktivität der Rezeptoren im 
isolierten System dient die Proteintyrosinkinase (PTK)-Aktivität sowie im zellulären System 
der Phosphorylierungsstatus des Rezeptors. So konnten komplexe polyphenolreiche 
Apfelextrakte die PTK-Aktivität des isolierten EGFR und dessen Aktivität in der humanen 
Kolonkarzinomzelllinie HT29 potent hemmen [Kern et al., 2005; Fridrich et al., 2008; Roth, 
unveröffentlichte Daten]. Die Hemmung des EGFR in HT29-Zellen durch den Apfelextrakt 
AE02 führte zu einer Inhibierung der Aktivität nachgeschalteter zellulärer Signalelemente wie 
ERK und konnte bis auf die Ebene des Transkriptionsfaktors Elk-1 verfolgt werden [Kern et 
al., 2005]. Die Verminderung der Aktivität des EGFR konnte mit der Hemmung der 
proliferationsassoziierten MAPK-Signalkaskade in Verbindung gebracht werden, was sich in 
einer Verringerung des Zellwachstums der HT29-Zellen widerspiegelte [Kern et al., 2005]. 
Isolierte Verbindungen wie Quercetin zeigten eine Hemmwirkung auf die Aktivität des 
zellulären EGFR in HT29- und humanen Vulvakarzinomzellen (A431) [Huang et al., 1999; 
Kern et al., 2005; Fridrich et al., 2008]. Quercetin konnte darüber hinaus eine Hemmpotenz 
gegenüber der Aktivität des ErbB2-Rezeptors in HT29- und A431-Zellen aufweisen [Kim et 
al., 2005; Fridrich et al., 2008]. Zudem zeigten die Untersuchungen von Kim et al. (2005) 
eine Verringerung des endogenen Rezeptorstatus durch Quercetin. Die Substanzklasse der 
Procyanidine konnte als potenter Inhibitor der PTK-Aktivität des isolierten EGFR identifiziert 
werden. Im zellulären System wurden Procyanidine in Abhängigkeit vom 
Oligomerisierungsgrad als Hemmstoffe der Aktivität des EGFR in HT29-Zellen 
charakterisiert [Kern et al., 2005; Fridrich et al., 2007b]. Ebenso stellen sich Procyanidine 
innerhalb komplexer Extrakte als wichtige Hemmstoffklasse der EGFR-Aktivität dar [Roth, 
unveröffentlichte Daten]. Kenny et al. (2004) zeigten als weitere Wirkqualität der 
Procyanidine eine Verminderung der ErbB2-Rezeptorexpression nach 8 h Inkubation mit 
einem pentameren Procyanidin. Isolierte Procyanidine als auch procyanidinreiche Extrakte 
konnten des Weiteren das Wachstum humaner Karzinomzelllinien verringern [Gossé et al, 
2005; Dissertation Melanie Kern, 2006]. Eines der am meisten untersuchten Flavonoide ist 
Epigallocatechingallat (EGCG). Shimizu et al. (2005a und b) zeigten vergleichbare 
Hemmwirkungen auf die Aktivität des EGFR, ErbB2- und ErbB3-Rezeptors in humanen 
Brustkrebs- und Kolonzellen. Das Anthocyanidin Delphinidin konnte in HT29- und A431-
Zellen bereits eine potente Hemmung der Aktivität des EGFR und ErbB2-Rezeptors 
aufweisen [Fridrich et al., 2008]. Afaq et al. (2009) zeigten in der humanen 
Brustkrebszelllinie AU-565 eine vollständige Hemmung des aktiven EGFR durch 3 h 
Inkubation mit 20 µM Delphinidin. Allerdings wurden die Untersuchungen zum Einfluss von 
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Delphinidin auf die RTK ohne Beachtung eines möglichen Einflusses von H2O2 im 
Zellkulturmedium durchgeführt (s. Kapitel 2.7.4).  
Im Stadium der Progression kann eine Hemmung des VEGFR-Systems zu anti-
angiogenetischen Effekten führen. Delphinidin inhibierte der Aktivität des VEGFR2 in der 
humanen Endothelzelllinie HUVEC (IC50-Wert = 2 µM) nach 18 h Inkubation [Lamy et al., 
2006]. Lee et al. (2004) konnten die parallele Hemmung der Phosphorylierung des VEGFR1 
und -2 durch EGCG zeigen. Ebenso ist eine Hemmung der Aktivität des VEGFR2 durch 
EGCG bekannt [Lamy et al., 2002]. Labreque et al. (2005) identifizierten Ellagsäure als 
Hemmstoff des VEGFR2 in HUVEC-Zellen.  
Bisher ist in der Literatur die Hemmung des Lymphangiogenese-regulierenden VEGFR3 
durch natürliche Nahrungsmittelbestandteile nicht beschrieben. 
In vivo-Untersuchungen 
In Tiermodellen der Kolonkanzerogenese zeigten polyphenolreiche Extrakte 
vielversprechende chemopräventive Eigenschaften auf. Ein naturtrüber Apfelsaft konnte im 
Gegensatz zu einem klaren Apfelsaft die Anzahl durch Dimethylhydrazin-induzierten 
aberranten Krypten im distalen Kolon von Ratten reduzieren [Barth et al, 2005]. Durch 
0,01 % eines procyanidinreichen Apfelextrakt (PAE) im Trinkwasser wurden des Weiteren 
die Anzahl der durch Azoxymethan-induzierten hyperproliferierenden und aberranten 
Krypten im Kolon von Ratten um 50 % verringert [Gossé et al, 2005]. Im Gegensatz dazu 
zeigte sich eine Fraktion mit monomeren Flavonoiden als inaktiv. Anthocyanreiche Extrakte 
stellten sich ebenso als potente chemopräventive Agentien im ApcMin-Mausmodell dar. Kang 
et al. (2003) wiesen durch eine Mischung aus Anthocyanen oder dem isolierten Inhaltsstoff 
Cyanidin, bei Gabe mit dem Trinkwassser (800 mg/l bzw. 200 mg/l), eine Verringerung der 
Tumoranzahl und Tumorlast (Tumorvolumen) in den behandelten Tieren auf. Ebenso wurde 
eine signifikante Verringerung der Tumoranzahl und Tumorlast in einer weiteren ApcMin-
Mausstudie durch eine 12 Wochen Gabe von 0,3 % des anthocyanreichen Extraktes 
Mirtocyan mit der Nahrung ersichtlich [Cooke et al., 2006a]. Zudem konnte der 
Weinbeerenextrakt Oenocyanin die Halbierung der Tumorlast im ApcMin-Mausmodell und 
eine nicht signifikante Verringerung der Tumoranzahl erzielen [Cai et al., eingereicht].  
Humanstudien zur chemopräventiven Wirkung  
Epidemiologische Studien haben die erhöhte Aufnahme von Flavonoiden mit einem 
verringerten Risiko, an bestimmten Krebsarten, zu erkranken assoziiert [Deneo-Pellegrini et 
al., 1996; Freskanich et al., 2000; Le Marchand et al., 2000; Gretchen et al., 2008].  
Die Nurses´ Health und Health Professionals´-Studie mit 77 000 Frauen und 47 000 Männern, 
zeigte bei Frauen, durch einen hohen Obst- und Gemüsekonsum, ein um 21 % reduziertes 
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Risiko an Lungenkrebs zu erkranken. Hingegen wurde kein Effekt bei Männern innerhalb 
dieser Studie ersichtlich [Freskanich et al., 2000]. In einer Fall-Kontrollstudie in Hawaii ergab 
sich durch Aufnahme von Äpfeln und Zwiebeln ein geringeres Lungenkrebsrisiko bei 
Männern und Frauen [Le Marchand et al., 2000]. Das verringerte Lungenkrebsrisiko durch 
erhöhten Apfelkonsum bestätigte ebenso eine finnische Kohortenstudie [Arts et al., 2001]. 
Auch das kolorektale Krebsrisiko konnte in einer Fallstudie in Uruguay durch Apfelkonsum 
signifikant reduziert werden [Deneo-Pellegrini et al., 1996]. Im Rahmen einer Pilotstudie 
konnte der anthocyanreiche Extrakt Mirtocyan bei Darmkrebspatienten eine Verringerung der 
Proliferation im Tumorgewebe um 7 % und eine gesteigerte Induktion der Apoptose im 
Tumorgewebe auslösen [Thomasset et al., 2009]. Auch zeigte ein anthocyan- und 
polyphenolreicher Fruchtsaft in gesunden Probanden eine Verringerung der oxidativen DNA-
Schäden im Vergleich zur Kontrollgruppe [Weisel et al., 2006].  
Insgesamt stellen sich jedoch die epidemiologischen Daten zu einem reduzierten Krebsrisiko 
durch sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe noch uneinheitlich dar. Lin et al. (2006) konnten keine 
Korrelation zwischen der Flavonoidaufnahme und dem Darmkrebsrisiko nachweisen, wie 
auch Hirvonen et al. (2001) und Hertog et al., (1995). 
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2.8. Bildung von Wasserstoffperoxid im Zellkulturmedium durch Polyphenole 
Seit längerem ist in der Literatur die Generierung von Wasserstoffperoxid (H2O2) unter 
Zellkulturbedingungen durch Polyphenole bekannt [Long et al., 2000; Lapidot et al., 2002; 
Kern et al., 2007a]. Der Mechanismus der H2O2-Bildung ist bisher nicht geklärt. Die 
Polyphenole, insbesondere mit catecholischer Struktur, reagieren mit unbekannten 
Bestandteilen des Zellkulturmediums [Hou et al., 2005]. Dabei soll die Reaktion durch im 
Medium enthaltene Metallionen, wie Cu2+, katalysiert werden. Die Menge des gebildeten 
H2O2 scheint dabei von den Faktoren pH-Wert, Temperatur, Sauerstoffgehalt, Inkubationszeit 
und dem Zellkulturmedium selbst abhängig zu sein [Long et al., 2000; Takumi-Kobayashi et 
al., 2008]. Long et al. (2000) verglichen die H2O2-Bildung in verschiedenen Zellkulturmedien 
wie DMEM und RPMI, wobei im letzteren deutlich geringere Mengen an H2O2 generiert 
wurden. Im Medium DMEM wurden die höchsten H2O2-Konzentrationen festgestellt. 
Um artifizielle Effekte in der Zellkultur, ausgelöst durch H2O2, zu vermeiden, kann während 
der Inkubation Katalase zugegeben werden. Katalase disproportioniert H2O2 zu Wasser und 
Sauerstoff [Nakagawa et al., 2004; Veeriah et al., 2006]. Die Unterdrückung der Bildung von 
H2O2 ist gerade deshalb von Bedeutung, da H2O2 als sekundärer Botenstoff die zelluläre 
Signaltransduktion modulieren kann. H2O2 kann die Aktivität intrazellulärer 
Proteintyrosinphosphatasen hemmen, die dadurch phosphorylierte Tyrosinreste bestimmter 
Rezeptoren nicht mehr hydrolysieren können. In der Folge findet eine erhöhte 
Signaltransduktion statt [De Yulia et al., 2005; Forman, 2007]. 
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3. Problemstellung 
In den westlichen Industrienationen stellt kolorektaler Krebs eine verbreitete 
Tumorerkrankung dar. Das wissenschaftliche sowie das wirtschaftliche Interesse an der 
Chemoprävention durch Nahrungsmittelinhaltsstoffe ist in den letzten Jahrzehnten stark 
gestiegen. So geht das AICR davon aus, dass bis zu 45 % aller kolorektalen Tumore durch 
eine „gesunde Lebensweise und Ernährung“ präventiv vermeidbar wären [AICR, 2009]. 
Der Verlauf der Kanzerogenese wird häufig mit einer Fehlregulation wichtiger zellulärer 
Signaltransduktionskaskaden in Verbindung gebracht. Bedeutende Signalelemente, deren 
Aktivität und Expression während der Kanzerogenese oftmals verändert vorliegen, sind die 
Rezeptoren der ErbB- und VEGFR-Familie.  
Im Fokus der Arbeit steht die wirkmechanistische Aufklärung des Wirkprofils verschiedener 
Apfel- und Beerenextrakte sowie ausgewählter Polyphenole auf das komplexe System dieser 
Rezeptoren im Hinblick auf einen möglichen chemopräventiven Einsatz.  
Eine durch Polyphenole bedingte Generierung von H2O2 unter Zellkulturbedingungen und 
daraus resultierende artifizielle Effekte auf zelluläre Signalelemente sind bereits beschrieben 
[Lapidot et al., 2002; Fridrich et al., 2007a]. Daher werden um gesicherte Rückschlüsse auf 
substanzvermittelte Wirkungen im zellulären System zu erlangen, Untersuchungen zur 
Generierung von H2O2 im Zellkulturmedium vorangestellt. Vorherige Versuche konnten 
zeigen, dass durch Zugabe von Katalase die H2O2-Akkumulation unterdrückt werden kann, 
was für die verwendeten zellulären Versuchsbedingungen verifiziert werden soll.  
Nach der Erfassung möglicher zellwachstumshemmender Eigenschaften, soll die zentrale 
Frage geklärt werden, ob polyphenolreiche Apfel- und Beerenextrakte sowie ausgewählte 
Polyphenole direkt die Aktivität eines Spektrums an Kanzerogenese-relevanten RTK im 
zellfreien System verringern. Von besonderem Interesse ist dabei die Aufklärung möglicher 
selektive Hemmqualitäten der Testsubstanzen und daraus resultierende Hemmprofile. Darauf 
aufbauend werden die Veränderungen der Aktivität und Expression ausgewählter ErbB- und 
VEGF-Rezeptoren, als zelluläre Schlüsselelemente, durch die Extrakte und das 
Anthocyanidin Delphinidin überprüft. Die Untersuchungen werden in der humanen 
Vulvakarzinomzelllinie A431, der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 und einer 
Schweineaorten-Endothelzelllinie (PAE-Zellen) mittels Western Blot Analyse durchgeführt.  
Durch die intestinale Mikroflora und unter Zellkulturbedingungen kann eine schnelle 
Degradation von Anthocyanen und Anthocyanidinen stattfinden [Fleschhut et al., 2006; Kern 
et al., 2007a]. So wird ein Abbau des Anthocyanidins Delphinidin zur entsprechenden 
Phenolsäure Gallussäure postuliert. Daher ist die Aufklärung der biologischen Wirksamkeit 
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des Abbauproduktes Gallussäure und die Erfassung des Beitrags zur Wirkung der 
Ausgangsverbindung eine wichtige Fragestellung dieser Arbeit. Durch die geplanten 
Untersuchungen eines Spektrums an RTK sowohl im isolierten als auch im zellulären System 
wird angestrebt, das Wirkprofil der Extrakte und Polyphenole sowie mögliche spezifische 
Hemmeffekte zu identifizieren.  
Über die Signaltransduktion der untersuchten Rezeptoren können Elementen des Apoptose-
regulierenden PI3K-Signalweges moduliert werden. Die Verknüpfung der Inhibierung der 
Rezeptoren mit der Modulation von Elementen des nachgeschalteten Signalweges könnte 
daher die apoptotischen Wirkmechanismen des ausgewählten Polyphenols Delphinidin 
aufklären.  
Zudem wird in der Literatur die Modulation der Transkription verschiedener 
Wachstumsfaktoren über das System der untersuchten ErbB-Rezeptoren beschrieben [O-
Charoenrat et al., 2000]. Daher soll als weitere Wirkqualität von Delphinidin auf 
Transkriptionsebene der mögliche Einfluss auf die Liganden EGF, VEGFa und -c sowie die 
Rezeptoren der ErbB-Familie untersucht werden.  
Die eingangs erfasste Beeinflussung der Aktivität des VEGF-Rezeptorsystem, welches eine 
elementare Rolle bei der humanen Angiogenese übernimmt, wird durch Untersuchungen 
mittels eines Human Angiogenesis Microarray ergänzt. Dabei soll die Modulation der 
Expression Angiogenese-assoziierter Gene durch Delphinidin im Hinblick auf mögliche anti-
angiogenetische Wirkqualitäten betrachtet werden. 
Im Rahmen dieser Arbeit werden neben den Untersuchungen des RTK-Systems in vitro auch 
Modulationen ausgewählter RTK in vivo erfasst. Mit Hilfe des etablierten ApcMin-Maus 
Modells zur Simulierung der humanen Kolonkanzerogenese können chemopräventive 
Wirkungen von Testsubstanzen belegt werden [Su et al., 1990]. Durch dieses Modell sollen 
die zellulären Wirkmechanismen der zuvor in vitro untersuchten anthocyanreichen Extrakte 
auch in vivo aufgeklärt werden. Eine zentrale Bedeutung kommt dabei der Identifizierung 
geeigneter in vivo-Biomarker für die chemopräventive Wirkung der anthocyanreichen 
Extrakte zu. 
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4. Ergebnisse und Diskussion 
4.1. Zelluläre Wirkmechanismen von Apfelextrakten  
Die ersten Signalkettenelemente der intrazellulären Signaltransduktion bilden 
Zelloberflächenrezeptoren der RTK-Familie. Diese liegen bei der Krebsentstehung häufig 
fehlreguliert vor. In der Literatur wurden bereits Modulationen der Aktivität und Expression 
verschiedener Rezeptoren durch Lebensmittelinhaltsstoffe beschrieben (s. Kapitel 2.7.4). Im 
Rahmen dieser Arbeit sollte ein Spektrum verschiedener für die Kanzerogenese wichtiger 
RTK der ErbB- und VEGFR-Familie betrachtet werden. Dabei stellten die Untersuchungen 
der Modulation der Aktivität und Expression der RTK durch verschiedene Apfelextrakte den 
Fokus des ersten Teils der Arbeit dar.  
4.1.1. Bildung von H2O2 durch Apfelextrakte und Polyphenole  
In der Literatur ist die Generierung von H2O2 sowohl durch Polyphenole als auch durch 
polyphenolreiche Extrakte unter Zellkulturbedingungen beschrieben [Lapidot et al., 2002; Lee 
et al., 2002; Kern et al., 2007a]. Das akkumulierte H2O2 kann Ergebnisse von in vitro-
Versuchen durch experimentelle Artefakte verändern bzw. beeinflussen [Hou et al., 2005; 
Kern et al., 2007a; Fridrich et al., 2007a]. Um die nachfolgenden Untersuchungen der 
zellulären Signaltransduktion der RTK eindeutig den Testsubstanzen zuordnen zu können, 
wurden ausgewählte Extrakte und die exemplarische Testsubstanz EGCG auf ihr H2O2-
generierendes Potential untersucht. Das Flavan-3-ol EGCG wurde als Testsubstanz gewählt, 
da Referenzuntersuchungen vorliegen, welche zeigen, dass durch EGCG vergleichsweise 
hohe Mengen an H2O2 im Medium akkumuliert werden [Yang et al., 2000; Hong et al., 2002; 
Hou et al., 2005]. Ebenso wurden der polyphenolreiche Apfelextrakt AE02 und der 
procyanidinreiche Apfelextrakt PAE eingesetzt (s. Kapitel 2.7.1). Die Untersuchungen 
wurden an die Inkubationsbedingungen des Western Blot Assays angepasst (45 min 
serumfreie Inkubation). Die Messungen erfolgten mit Hilfe des Amplex Red Hydrogen 
Peroxide Kit (Invitrogen) und wurden im Mediumüberstand von A431-Zellen (MEM) 
durchgeführt. Durch den Zusatz von Katalase wird gebildetes H2O2 zu Sauerstoff und Wasser 
disproportioniert [Nakagawa et al., 2004; Veeriah et al., 2006].  
Die Untersuchungen zur H2O2-Generierung durch EGCG wurden im Mediumüberstand von 
A431-Zellen sowohl mit dem Zusatz von Katalase (100 U/ml, Sigma) als auch ohne Zusatz 
von Katalase zum Zellkulturmedium durchgeführt. Ein möglicher Einfluss des epidermalen 
Wachstumsfaktors (EGF) auf die H2O2-Generierung wurde durch Zugabe von 100 ng/ml EGF 
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in den terminalen 15 min der Inkubation betrachtet. Abbildung 23 zeigt die extrazelluläre 
Akkumulation von H2O2 durch die Vergleichssubstanz EGCG im Mediumüberstand von 
A431-Zellen nach 45 min Inkubation. Die mitgeführte Lösungsmittelkontrolle DMSO (1 % 
im Endansatz) sowie die Mediumkontrolle (nicht abgebildet) erbrachten in beiden 
Versuchsansätzen (A und B) keine H2O2-Konzentrationen über dem Nullwert. Die Inkubation 
mit EGCG führte in allen Versuchen zu einem konzentrationsabhängigen Anstieg des H2O2-
Gehaltes. Bei der Inkubation mit Zusatz von EGF und in der Abwesenheit von Katalase ergab 
sich eine maximale H2O2-Konzentration von 4,1 ± 0,6 µM (150 µM EGCG). Die H2O2-
Akkumulation konnte durch Katalasezugabe auf maximal 0,4 ± 0,1 µM H2O2 (100 µM 
EGCG) potent unterdrückt werden. Die höchste Konzentration an EGCG zeigte eine 
geringere H2O2-Akkumulation im Vergleich zu 100 µM EGCG, jedoch ist dieser Wert mit 
einer höheren Abweichung behaftet. Die Inkubation ohne Katalase und ohne EGF bedingte 
eine maximale Konzentration von 4,5 ± 0,3 µM H2O2 (100 µM EGCG), welche durch 
Katalasezugabe potent auf 0,4 ± 0,4 µM H2O2 gesenkt werden konnte.   
 
 
 
Abbildung 23: H2O2-Akkumulation durch EGCG im Zellkulturmedium (MEM) in A431-Zellen. 
Amplex Red Hydrogen Peroxide Assay Kit (Invitrogen). (A) nach 45 min serumfreier 
Substanzinkubation mit und ohne Katalase (100 U/ml); Zugabe von 100 ng/ml EGF in den terminalen 
15 min. (B) nach 45 min serumfreier Substanzinkubation mit und ohne Katalase (100 U/ml) ohne 
Zugabe von EGF. MW ± Range von n = 2 in einer Doppelbestimmung. DMSO: 
Lösungsmittelkontrolle von 1 % im Endansatz. 
Abbildung 24 zeigt die Ergebnisse der H2O2-Akkumulation durch Inkubation mit dem AE02. 
Im Maximum wurden nach 45 min serumfreier Inkubation 0,4 ± 0,3 µM H2O2 (ohne 
Katalase) und 0,2 ± 0,1 µM H2O2 (mit Katalase) detektiert. Bei 250 µg/ml AE02 zeigte sich 
die maximale H2O2-Akkumulation ohne Katalase, gefolgt von einem schwachen Rückgang 
bei 500 µg/ml AE02. Durch den Einsatz von 100 U/ml Katalase konnte eine potente 
Verringerung der H2O2-Konzentration auf maximal 0,2 ± 0,1 µM gezeigt werden.  
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Abbildung 24: H2O2-Akkumulation durch AE02 im Zellkulturmedium (MEM) in A431-Zellen. 
Amplex Red Hydrogen Peroxide Assay Kit (Invitrogen). 45 min serumfreie Substanzinkubation mit 
und ohne Katalase (100 U/ml). MW ± Range von n = 2 in einer Doppelbestimmung. DMSO: 
Lösungsmittelkontrolle von 1 % im Endansatz. 
Procyanidine stellen eine Gruppe charakteristischer Apfelinhaltsstoffe dar und sind auf Grund 
ihres möglichen chemopräventiven Potentials von besonderem Interesse [Gossé et al., 2005]. 
In Abbildung 25 wird die H2O2-Akkumulation durch 45 min Inkubation mit PAE abgebildet. 
Ab 10 µg/ml PAE stieg der H2O2-Gehalt konzentrationsabhängig bis zur höchsten 
eingesetzten Konzentration an (maximale H2O2-Konzentration: 3,7 ± 0,3 µM).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 25: H2O2-Akkumulation durch PAE im Zellkulturmedium (MEM) in A431-Zellen. 
Amplex Red Hydrogen Peroxide Assay Kit (Invitrogen). 45 min serumfreie Substanzinkubation mit 
und ohne Katalase (100 U/ml). MW ± Range von n = 2 in einer Doppelbestimmung. DMSO: 
Lösungsmittelkontrolle von 1 % im Endansatz. 
Durch den Einsatz von 100 U/ml Katalase konnte die H2O2-Produktion potent auf 
0,6 ± 0,1 µM unterdrückt werden und lag im Vergleich zu anderen Kulturmedien wie DMEM 
im Bereich der Lösungsmittelkontrolle [Fridrich et al., 2007a; Kern et al., 2007a].  
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Polyphenolreiche Präparationen wie procyanidinreiche Apfelextrakte wurden in zahlreichen 
in vitro- und in vivo-Studien als Antioxidantien beschrieben [Ding et al., 2004; Schaefer et al., 
2006; Kimura et al., 2008]. In der Literatur ist jedoch auch bekannt, dass sowohl Polyphenole 
als auch polyphenolreiche Extrakte unter Zellkulturbedingungen prooxidative Eigenschaften 
aufweisen können [Lapidot et al., 2002; Lee et al., 2002; Kern et al., 2007a]. 
In den vorliegenden Untersuchungen im MEM wurden H2O2-Werte des Lösungsmittels und 
des Mediums unter dem Nullwert beobachtet (s. Abbildung 23). Fridrich et al. (2007a) zeigten 
nach serumfreier Inkubation von HT29-Zellen Kontrollwerte ≤ 0,5 µM H2O2 (ohne Katalase) 
und ≤ 0,2 µM H2O2 (mit Katalase). Die gezeigte unterschiedliche Akkumulation von H2O2 in 
Abhängigkeit vom eingesetzten Zellkulturmedium wird durch Long et al. (2000) bestätigt. 
Das Kulturmedium der HT29-Zellen (DMEM) wurde im Vergleich mit drei Medien als 
dasjenige mit der höchsten H2O2-Produktion identifiziert [Long et al., 2000]. Die hier 
beobachtete geringe Akkumulation von H2O2 im MEM zeigte sich auch im Vergleich zu 
Daten von Hong et al. (2000), die nach Inkubation mit 50 µM EGCG im Mediumüberstand 
von HT29-Zellen nach 15 min Inkubation 9 µM H2O2 detektierten. In den vorliegenden 
Untersuchungen konnte des Weiteren kein signifikanter Unterschied zwischen der Inkubation 
mit und ohne Zusatz von EGF gezeigt werden (s. Abbildung 23). Dies stimmt mit vorherigen 
Untersuchungen aus dem Arbeitskreis überein, die ebenso keinen Einfluss des 
Wachstumsfaktors EGF auf die H2O2-Produktion bestätigen [Diplomarbeit Nadine Volz, 
2007]. Im Gegensatz dazu zeigten De Yulia et al. (2005) eine durch Stimulierung mit EGF 
induzierte extrazelluläre Produktion von H2O2 und diskutieren als Grund hierfür die 
Interaktion zwischen dem EGFR und dem Liganden EGF. Sie zeigten die höchste H2O2-
Konzentration (1,1 µM) nach 30 min Inkubation bei Raumtemperatur und Stimulierung mit 
500 ng/ml EGF. Dies entspricht einer 5-fach höheren Konzentration an EGF, was ein Grund 
für den unterschiedlichen Ausgang der Untersuchungen darstellen könnte. Da dies in unserem 
Arbeitskreis nicht bestätigt werden konnte, wurden die folgenden Untersuchungen zur H2O2-
Generierung ohne den Zusatz des Wachstumsfaktors EGF durchgeführt.  
Die Ergebnisse der Inkubation mit dem AE02 stellten sich in guter Übereinstimmung mit den 
Ergebnissen aus HT29-Zellen von Fridrich et al. (2007a) dar. Unter gleichen 
Inkubationsbedingungen wurde derselbe Verlauf der H2O2-Akkumulation in A431-Zellen 
gezeigt (s. Abbildung 24). Die Ergebnisse von Fridrich et al. (2007a) durch Inkubation von 
HT29-Zellen mit dem AE02 wiesen jedoch eine um den Faktor 2 höhere Produktion von 
H2O2 (~ 1,1 µM; 250 µg/ml AE02) im DMEM auf, was nochmals die Mediumabhängigkeit 
der H2O2-Akkumulation unterstreicht. Auch weitere Apfelextrakte konnten als H2O2-
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Produzenten im Zellkulturmedium identifiziert werden [Lapidot et al., 2002; Fridrich et al., 
2007a].  
Procyanidine wurden zumeist als antioxidative Agentien beschrieben [Orozco et al., 2003; 
Kimura et al., 2008]. In den hier vorgestellten Untersuchungen konnten jedoch prooxidative 
Eigenschaften der Procyanidine in Form einer H2O2-Akkumulation nachgewiesen werden (s. 
Abbildung 25). Diese konnten durch Zusatz von Katalase potent unterdrückt werden. Das 
prooxidative Potential der Procyanidine wird durch Ergebnisse von Sakano et al. (2005) 
bestätigt, wobei die Autoxidation des Procyanidins B2 zum Semichinon/O-Chinon als 
möglicher Mechanismus postuliert wird [Kawanishi et al., 2001; Sarkanao et al., 2005].  
Die Bedingungen der H2O2-Akkumulation in vitro und in vivo unterscheiden sich in mehreren 
Punkten. Dem Organismus stehen zahlreiche antioxidative Enzyme zur Verfügung. Des 
Weiteren liegt der Sauerstoffpartialdruck in vivo niedriger als in in vitro-Experimenten [Hou 
et al., 2005]. Damit Effekte der polyphenolreichen Extrakte auf die im Weiteren untersuchten 
Zielelemente der Signaltransduktion zurückgeführt werden können und bestmöglich die  
in vivo-Situation widerspiegeln, müssen prooxidative Eigenschaften, die aus den Bedingungen 
der Zellkultur resultieren, wie die hier gezeigte H2O2-Akkumulation, durch den Einsatz von 
Katalase unterdrückt werden.  
Zusammenfassend kann daher festgehalten werden, dass alle weiteren zellulären Experimente 
mit der Zugabe von 100 U/ml Katalase durchgeführt werden, durch welche generiertes H2O2 
effektiv unterdrückt werden kann. In Übereinstimmung mit bisherigen Literaturdaten 
entstanden im Zellkulturmedium MEM vergleichsweise geringe H2O2-Konzentrationen durch 
Inkubation mit den ausgewählten Polyphenolen. Die Inkubation mit dem Wachstumsfaktor 
EGF scheint keinen Einfluss auf die H2O2-Akkumulation zu haben.  
4.1.2. Modulation des Zellwachstums in vitro durch Apfelextrakte  
Veränderungen des Zellwachstums nach Substanzinkubation können einen Hinweis auf 
möglicherweise beeinflusste zelluläre Signaltransduktionskaskaden geben. So ist die den RTK 
nachgeschaltete MAPK-Kaskade ein Schlüsselelement in der Regulation des Zellwachstums 
[Meiers et al., 2001; Marko et al., 2004; Kern et al., 2005]. Für eine Vielzahl 
polyphenolreicher Extrakte wie Apfelextrakte konnten bereits zellwachstumshemmende 
Eigenschaften gezeigt werden [Gossé et al., 2005; Kern et al., 2005; Veeriah et al., 2006; 
Fridrich et al., 2007a; Miura et al., 2008]. Um die anschließenden Untersuchungen zur 
Modulation der RTK-Aktivität durch die Apfelextrakte besser einordnen zu können, sollte 
daher der Einfluss von zwei Apfelextrakten auf das Zellwachstum betrachtet werden. 
Ausgewählt wurden AE02 und der sortenreine Mostapfelextrakt Bohnapfel (BA). Die 
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Untersuchungen wurden in der humanen Vulvakarzinomzelllinie A431 durchgeführt, die für 
eine Überexpression des EGFR bekannt ist [Merlino et al., 1984]. Durchgeführt wurde der 
Zellwachstumsassay Sulforhodamin B (SRB) mit Zugabe von Katalase (100 U/ml) über den 
Inkubationszeitraum von 72 h.  
AE02 konnte das Zellwachstum der A431-Zellen mit einem IC50-Wert von ~ 400 µg/ml 
hemmen (s. Abbildung 26, A). BA zeigte ebenso marginale zellwachstumshemmende 
Wirkungen. Bei einer Konzentration von 400 µg/ml wurde das Zellwachstum auf ~ 60 % in 
Relation zur Lösungsmittelkontrolle gesenkt und verblieb bis 500 µg/ml auf diesem Plateau 
(s. Abbildung 26 B).  
 
Abbildung 26: Wachstumshemmung durch die Apfelextrakte AE02 und BA gemessen mittels SRB-
Assay. Inkubation der A431-Zellen für 72 h in 10 % FKS-haltigem Medium mit Katalase (100 U/ml). 
MW ± SD von mindestens 3 unabhängigen Versuchen in einer Vierfachbestimmung in Relation zur 
Lösungsmittelkontrolle DMSO (Wachstum = 100 %). 
Die vorliegenden Untersuchungen zum Zellwachstum fanden im MEM statt. In diesem 
Medium zeigte sich die Produktion von H2O2 durch Polyphenole generell als geringer im 
Vergleich zum DMEM (s. Kapitel 4.1.1). Daher kann ein Einfluss des generierten H2O2 
(maximal: 0,2 ± 0,1 µM) durch AE02 auf das Zellwachstum der A431-Zellen als marginal 
eingestuft werden. Auch vorangegangene Untersuchungen von Fridrich et al. (2007a) in 
HT29-Zellen zeigten eine geringe Beeinflussung der wachstumshemmenden Eigenschaften 
des Extraktes durch die H2O2-Akkumulation. Fridrich et al. (2007a) zeigten in diesen 
Untersuchungen in HT29-Zellen eine deutlich potentere Zellwachstumshemmung unter 
gleichen Inkubationsbedingungen. Die Inkubation mit Katalase erbrachte einen  
IC50-Wert von 188 ± 35 µg/ml, der sich nur wenig von der Inkubation ohne Katalase 
unterschied (IC50 = 134 ± 18 µg/ml) [Fridrich et al., 2007a; Dissertation Diana Fridrich, 
2008]. Die hier gezeigte weniger potente Wachstumshemmung in A431-Zellen durch AE02 
könnte durch eine zellspezifische Wirkung erklärt werden. So zeigten polyphenolreiche 
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Extrakte eine deutliche Zellspezifität in ihrer Hemmwirkung auf das Wachstum humaner 
Tumorzellen [Kurata et al., 2007; Csuper-Löffler et al., 2009]. Die Ergebnisse der 
Zellwachstumshemmung durch BA in A431-Zellen stimmen hingegen mit denen von Fridrich 
überein, die ebenfalls nur marginale zellwachstumshemmende Eigenschaften in HT29-Zellen 
nachwies (IC50 = 460 ± 24 µg/ml) [Dissertation Diana Fridrich, 2008]. Warum sich hierbei 
keine zellspezifischen Unterschiede ergaben, ist schwer einzuordnen.  
In HT29-Zellen zeigte sich BA als der weniger potente Extrakt im Vergleich zum AE02, in 
A431-Zellen wies BA nur marginal schwächere wachstumshemmende Eigenschaften auf. 
Eine Erklärung könnten der erhöhte Gesamtpolyphenolgehalt von AE02 (AE02: 576,3 mg/g; 
BA: 404,4 mg/g) und das unterschiedliche Polyphenolmuster darstellen (s. Tabelle 4). AE02 
weist höhere Gehalte an Procyanidin B2, Chlorogensäure, 3- und 4-Cumaroylchinasäure auf. 
Der erhöhte Gehalt an Procyanidin B2 von AE02 könnte zu dessen erhöhtem 
wachstumshemmendem Potential beitragen, da Procyanidine in der Literatur als potente 
wachstumshemmende Substanzklasse beschrieben wurden. So konnten Gossé et al. (2005) 
den procyanidinreichen Apfelextrakt PAE im SRB-Assay als potenten Hemmstoff des 
Wachstums der humanen Kolonkarzinomzelllinie SW620 mit einem IC50-Wert von 45 µg/ml 
charakterisieren. Agarwal et al. (2007) identifizierten den Digallatester des Procyanidin B2 als 
hochpotent in der Hemmung des Zellwachstums der humanen Prostatakarzinomzellen DU-
145. Gegen einen Beitrag des Procyanidins B2 an der potenten Wachstumshemmung von 
AE02 spricht, dass Kern et al. (2005) dem Procyanidin B2 in HT29-Zellen nur geringe 
wachstumshemmende Eigenschaften zuweisen konnte (B2: IC 50  =191 ± 39 µM).  
Des Weiteren zeigten Kern et al. (2005), dass bisher nicht identifizierte Bestandteile von 
AE02 einen substantiellen Anteil an dessen wachstumshemmendem Potential beitragen. 
Ebenso muss auf Grund der Inkubationszeit von 72 h ein Beitrag der Abbauprodukte der 
polyphenolischen Verbindungen, die nach dieser Inkubationszeit entstehen können, in 
Betracht gezogen werden. Auf Grund der komplexen Zusammensetzung der Extrakte ist 
folglich eine Zuordnung des wachstumshemmenden Potentials zu einem bestimmten 
Inhaltsstoff schwierig. 
Zusammenfassend wiesen die beiden Apfelextrakte AE02 und BA nur geringe 
wachstumshemmende Eigenschaften in A431-Zellen auf. Die Hemmwirkung durch AE02 ist 
in A431-Zellen deutlich niedriger als in HT29-Zellen, was auf zellspezifische Wirkungen 
hindeuten könnte.  
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4.1.3. Modulation der Aktivität isolierte RTK durch Apfelextrakte 
Den RTK kommt in der Regulation elementarer zellulärer Funktionen wie Proliferation, 
Angiogenese und Lymphangiogenese eine bedeutende Rolle zu. Die Proteintyrosinkinase 
(PTK)-Aktivität kann als Maß für die Aktivität der RTK herangezogen werden. „Screening-
Methoden“ am isolierten zellfreien Testsystem sind zu einer ersten Einordnung der Potenz 
einer Testsubstanz besonders geeignet. Im zellfreien System wurden mittels ELISA (Enzyme 
linked immunosorbent assay) bisher mehrere Apfelextrakte als potente Inhibitoren der PTK-
Aktivität des EGFR charakterisiert (s. Tabelle 7) [Kern et al., 2005; Fridrich et al., 2007a; 
Roth, unveröffentlichte Daten]. Um die Wirkung auf ein Spektrum weitere Mitglieder der 
Familie der RTK (VEGFR3, VEGFR2, EGFR, ErbB2, IGF1R) und eine mögliche Selektivität 
in dieser Hemmwirkung zu bestimmen, wurden der Tresterextrakt AE03B und BA 
ausgewählt. 
Tabelle 7: Hemmung der PTK-Aktivität des aus A431-Zellen isolierten EGFR und rekombinanten 
EGFR durch verschiedene Apfelextrakte. 1Kern et al., 2005; 2Fridrich et al., 2007a; 3Roth, 
unveröffentlichte Daten, (−) nicht getestet. Grün hervorgehoben: ausgewählte Testsubstanzen. 
Diese Auswahl wurde auf Grund der bereits bekannten hochpotenten Hemmwirkung des 
Tresterextraktes AE03B auf die PTK-Aktivität des EGFR getroffen. Verschiedene sortenreine 
Apfelextrakte wurde im ELISA-Testverfahren auf deren PTK-hemmende Eigenschaften am 
isolierten EGFR getestet, welcher dafür mittels Affinitätschromatographie aus A431-Zellen 
isoliert wurde [Roth, unveröffentlichte Daten]. BA stellte sich in diesen Untersuchungen als 
hochpotent unter den sortenreinen Apfelextrakten heraus, weshalb auch dieser Extrakt im 
Folgenden eingesetzt wurde (s. Tabelle 7).  
Abbildung 27 zeigt die Hemmung der PTK-Aktivität der rekombinanten RTK VEGFR3, 
VEGFR2, EGFR, ErbB2 und IGF1R durch Inkubation mit BA. BA hemmte hochpotent und 
signifikant die PTK-Aktivität der untersuchten RTK. Die PTK-Aktivität des EGFR wurde 
konzentrationsabhängig am stärksten reduziert (IC50 = 1,5 ± 0,2 µg/ml), gefolgt von der des 
IGF1R (IC50 = 1,7 ± 0,2 µg/ml) und des ErbB2-Rezeptors (IC50 = 1,8 ± 0,1 µg/ml). In 
Konzentrationen zwischen 5 – 10 µg/ml BA kam es am IGF1R sowie VEGFR3 zu keiner 
Verstärkung des hemmenden Effektes, sondern einem Verbleiben auf gleichem Niveau.  
 
Apfelextrakt Isolierter EGFR aus A431-Zellen 
IC50 [µg/ml] 
Rekombinanter EGFR 
IC50 [µg/ml] 
AE02 110,8 ± 5,5 − 
AE03B 21,6 ± 0,2 ~ 1 
BA 30,8 ± 0,1 1,5 ± 0,2 
Ergebnisse und Diskussion  Apfelextrakte 
- 55 - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 27: Hemmung der PTK-Aktivität rekombinanter RTK durch BA. MW ± SD von 
mindestens 3 unabhängigen Experimenten in einer Doppelbestimmung. Student´s t-test, *: p < 0,05; 
***: p < 0,005; bezogen auf 0,1 μg/ml bzw. 1 µg/ml BA.  
Der eingesetzte Tresterextrakt AE03B wies ebenso potente PTK-hemmende Eigenschaften 
auf (s. Abbildung 28). Die konzentrationsabhängige Hemmung wurde im niedrigen  
µg/ml-Bereich ersichtlich. Die potenteste Hemmung ergab sich für die PTK-Aktivität des 
EGFR mit einem IC50-Wert von ~ 1 µg/ml. Die PTK-Aktivität des ErbB2-Rezeptors erreichte 
bei 2 µg/ml AE03B die halbmaximale Hemmung, konnte jedoch in erhöhten 
Extraktkonzentrationen ab 5 µg/ml nicht weiter reduziert werden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 28: Hemmung der PTK-Aktivität rekombinanter RTK durch AE03B. MW ± SD von 
mindestens 3 unabhängigen Experimenten in einer Doppelbestimmung. Student´s t-test, *: p < 0,05; 
**: p < 0,01; ***: p < 0,005; bezogen auf 0,1 µg/ml bzw. 0,01 µg/ml AE03B.  
Die Ergebnisse der PTK-Hemmung durch beide Extrakte am rekombinanten EGFR lagen im 
gleichen Konzentrationsbereich wie die durch Fridrich et al. (2007a) gezeigte Hemmung des 
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aus A431-Zellen isolierten EGFR (s. Tabelle 7). Daher kann davon ausgegangen werden, dass 
die Ergebnisse der rekombinanten RTK mit denen des durch Affinitätschromatographie aus 
A431-Zellen gewonnenen EGFR vergleichbar sind. 
Das Polyphenolmuster von BA zeigt im Unterschied zu anderen sortenreinen Apfelextrakten 
erhöhte Gehalte des Procyanidindimers B1, (+)-Catechin und Kaffeesäure (s. Tabelle 4). Von 
diesen Inhaltsstoffen konnten Kern et al. (2005) das Procyanidindimer B1 als potenten 
Hemmstoff der PTK-Aktivität des isolierten EGFR identifizieren, welches möglicherweise 
einen Beitrag zur gezeigten Potenz von BA leisten könnte. Bei Betrachtung der 
Hemmwirkung des Extraktes auf die verwandten RTK zeigte sich keine oder nur eine geringe 
Selektivität (s. Abbildung 27). Es wurde lediglich eine marginal potentere Hemmung der 
PTK-Aktivität des EGFR beobachtet. Die Wirkung des Extraktes auf die PTK-Aktivität kann 
somit eher als eine Breitbandhemmung bezeichnet werden.  
Der Tresterextrakt AE03B ist charakterisiert durch hohe Gehalte an Quercetin-Glykosiden 
(Quercetin-3-galaktosid: Q-3-gal; Quercetin-3-glukosid: Q-3-glc; s. Tabelle 4). Q-3-gal und 
Q-3-glc konnten durch Kern et al. (2005) als hochpotente Inhibitoren der PTK-Aktivität des 
EGFR identifiziert werden. In den vorliegenden Untersuchungen ergaben sich nur geringe 
Unterschiede in der Potenz der Hemmung durch AE03B auf die untersuchten RTK. Daher 
könnten die potenten PTK-hemmenden Eigenschaften der Quercetin-Glykoside auch einen 
Beitrag an der Hemmung der verwandten RTK leisten.  
Die Hemmwirkung beider Extrakte auf den VEGFR2, EGFR und den ErbB2-Rezeptor sind 
vergleichbar, jedoch zeigten sich Unterschiede in der Potenz der Hemmung des VEGFR3 und 
IGF1R (s. Tabelle 8). BA hemmte dabei im Vergleich zu AE03B den VEGFR3 mit einer 4-
fach höheren Potenz und den IGF1R ~ 2,5-fach effizienter. 
Tabelle 8: IC50-Werte der Hemmung der PTK-Aktivität der isolierten rekombinanten RTK durch BA 
und AE03B. Grün hervorgehoben: stark unterschiedliche Hemmeffekte. 
RTK BA 
IC50 [µg/ml] 
AE03B 
IC50 [µg/ml] 
VEGFR3 ~ 2 8,4 ± 1,1 
VEGFR2 ~ 2 ~ 2 
EGFR 1,5 ± 0,2 ~ 1 
ErbB2 1,8 ± 0,1 ~ 2 
IGF1R 1,7 ± 0,2 4,9 ± 2,3 
Der Vergleich der Polyphenolmuster der beiden eingesetzten Apfelextrakte zeigt 
unterschiedliche Gesamtpolyphenolgehalt (BA: 404,4 mg/g; AE03B: 284,0 mg/g; s. Tabelle 
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4). Des Weiteren unterscheiden sind die charakteristischen Inhaltsstoffe. BA zeigt erhöhte 
Gehalte an oligomeren Procyanidinen (Procyanidindimer B1, Procyanidintrimer C1), AE03B 
an Quercetin-Glykosiden. Daher könnte möglicherweise die erhöhte Potenz von BA auf den 
erhöhten Gesamtpolyphenolgehalt und die enthaltenen oligomeren Procyanidine 
zurückgeführt werden. Eine Zuordnung dieser Effekte zu den charakteristischen Inhaltsstoffen 
und eine daraus möglicherweise resultierende Erfassung selektiver Hemmeffekte bedürfen 
jedoch weiterer Untersuchungen.  
Die Ergebnisse der Untersuchung beider Apfelextrakte zeigten größtenteils die Wirkung von 
Breitbandhemmstoffen auf. Eine Hemmung der PTK-Aktivität strukturell verwandter RTK ist 
auch von verschiedenen synthetischen in der Krebstherapie eingesetzten 
Tyrosinkinaseinhibitoren beschrieben [Reid et al., 2007]. Des Weiteren existieren eine 
Vielzahl von Studien zur Hemmung des EGFR durch polyphenolische Substanzen [Meiers et 
al., 2001; Kern et al., 2005; Fridrich et al., 2007b; Teillet et al., 2008; Shimizu et al., 2008]. 
Jedoch berichten nur wenige Studien von einer Hemmung verwandter RTK wie den 
Mitgliedern der VEGF-Rezeptorfamilie. Wen et al. (2008) zeigten die Hemmwirkung eines 
Traubenkernextraktes auf die Aktivität des isolieren VEGFR2. Ebenso konnte ein 
Polyphenolextrakt die Rezeptor-Ligand Interaktion des VEGFR1 mit VEGFa und PLGF 
innerhalb eines kompetitiven ELISAs hemmen [Ponticelli et al., 2008]. In der Literatur 
konnten keine Angaben zur Hemmung des VEGFR3 durch Lebensmittelinhaltsstoffe 
gefunden werden.  
Zusammenfassend konnte die PTK-Aktivität der untersuchten RTK potent durch beide 
Apfelextrakte vermindert werden. BA wies eine potentere Hemmung des VEGFR3 und 
IGF1R im Vergleich zum Tresterextrakt AE03B auf. Des Weiteren zeigten die 
Untersuchungen eine marginal potentere Hemmwirkung beider Extrakte gegenüber der PTK-
Aktivität des isolierten EGFR. Die Extrakte wirken daher wahrscheinlich als 
Breitbandhemmstoffe strukturell verwandter RTK.  
4.1.4. Einfluss von Apfelextrakten auf ErbB-Rezeptoren im zellulären System 
RTK sind Schlüsselelemente zellulärer Signaltransduktionskaskaden, deren Fehlregulation 
mit der Krebsentstehung verbunden ist [Sebastian et al., 2006; Amit et al., 2007]. Ihre 
Aktivierung erfolgt durch Autophosphorylierung spezifischer intrazellulärer Tyrosinreste und 
stellt den ersten Schritt der Aktivierung der nachgeschalteten Signalkaskade dar (s. Abbildung 
29). Im Folgenden wurde untersucht, ob Apfelextrakte, die sich als potente Hemmstoffe der 
isolierten Rezeptoren gezeigt haben (s. Kapitel 4.1.3), auch im intakten zellulären System die 
Autophosphorylierung der RTK hemmen können. Dazu wurde der Phosphorylierungsstatus 
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der Rezeptoren als Maß für deren Aktivität im Western Blot Assay und anschließender 
Immunodetektion betrachtet.  
Im Folgenden wurde AE02 hinsichtlich seiner Potenz in der Hemmung des EGFR und ErbB2-
Rezeptor in A431-Zellen untersucht. Als charakteristische Substanzklasse aus Äpfeln wurde 
die Wirkung des procyanidinreichen Apfelextraktes PAE auf die Mitglieder der ErbB-
Familie: EGFR, ErbB2- und ErbB3-Rezeptor betrachtet. Im Anschluss wurde die Modulation 
durch den zuvor als potenten PTK-Inhibitor identifizierten sortenreinen BA auf ein 
erweitertes Spektrum verschiedener RTK untersucht.  
 
Abbildung 29: Schematische Darstellung relevanter RTK und biologischer Folgen ihrer Aktivierung. 
EGFR: Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor, ErbB2, 3: Humaner epidermaler Wachstumsfaktor-
rezeptor 2, 3; IGF1R: Insulin ähnlicher Wachstumsfaktorrezeptor 1; VEGFR2, 3: Vaskulärer 
endothelialer Wachstumsfaktorrezeptor 2, 3. 
Der Apfelextrakt AE02 
In einer ersten Versuchsreihe sollte die Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR 
und des ErbB2-Rezeptors in A431-Zellen durch AE02 überprüft werden. Die Zellen wurden 
für 45 min mit dem Zusatz von Katalase (100 U/ml) inkubiert und in den terminalen 15 min 
mit dem spezifischen Liganden EGF (100 ng/ml) stimuliert (s. Abbildung 30).  
Als Positivkontrolle wurde eine äquimolare Mischung (5 µM) der Tyrphostine AG1478, 
einem EGFR spezifischen Hemmstoff, und Tyrphostin AG879, einem ErbB2-Rezeptor 
spezifischen Hemmstoff, eingesetzt (s. Kapitel 2.6). Die Kombination der beiden Hemmstoffe 
hatte sich in vorausgegangenen Untersuchungen als potenter im Vergleich zu den 
Einzelverbindungen in der Hemmung der Aktivität der ErbB-Rezeptoren erwiesen [Fridrich et 
Cysteinreiche 
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al., 2008]. Als Beladungskontrolle in den folgenden Western Blot Experimenten wurde das 
Protein α-Tubulin mitgeführt.  
Der Phosphorylierungsstatus des EGFR konnte konzentrationsabhängig ab 10 µg/ml AE02 
signifikant vermindert werden. Der IC50-Wert belief sich auf 265 ± 32 µg/ml AE02, wobei der 
endogene Rezeptorstatus nicht moduliert wurde.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 30: Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR durch 45 min serumfreie 
Inkubation von A431-Zellen mit AE02 in Anwesenheit von Katalase (100 U/ml). Die Stimulierung 
mit dem spezifischen Liganden EGF (100 ng/ml) erfolgte in den terminalen 15 min. K: Kontrolle (1 % 
DMSO); T: Tyrphostin AG1478 + 879 (5 µM); MW ± SD von mindestens 3 unabhängigen 
Experimenten. Student´s t-test, *: p < 0,05; ***: p < 0,005; bezogen auf 0,1 μg/ml AE02. 
Um die Modulation des Phosphorylierungsstatus einer verwandten RTK durch AE02 zu 
untersuchen, wurde der bevorzugte Dimerisierungspartner des EGFR, der ErbB2-Rezeptor, 
betrachtet (s. Kapitel 2.4.3). Abbildung 31 zeigt die Ergebnisse der Inkubation (45 min) mit 
Katalase. Die Mischung der spezifischen Hemmstoffe Tyrphostin AG1478 + 879 hemmte 
potent die Autophosphorylierung des ErbB2-Rezeptors. Der endogene Status wurde durch 
AE02 nicht moduliert. Die Hemmung der Autophosphorylierung zeigte sich als 
konzentrationsabhängig und wurde ab 100 µg/ml AE02 signifikant. Bei 500 µg/ml wurde ihre 
maximale Hemmwirkung auf 46,3 % in Bezug zur Lösungsmittelkontrolle erreicht.  
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Abbildung 31: Modulation des Phosphorylierungsstatus des ErbB2-Rezeptors durch 45 min 
serumfreie Inkubation von A431-Zellen mit AE02 in Anwesenheit von Katalase (100 U/ml). Die 
Stimulierung mit dem spezifischen Liganden EGF (100 ng/ml) erfolgte in den terminalen 15 min. K: 
Kontrolle (1 % DMSO); T: Tyrphostin AG1478 + 879 (5 µM); MW ± SD von mindestens 3 
unabhängigen Experimenten. Student´s t-test, *: p < 0,05; ***: p < 0,005; bezogen auf 1 μg/ml AE02. 
Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass AE02 die Aktivität der Mitglieder der ErbB-
Familie, den EGFR und ErbB2-Rezeptor in A431-Zellen, potent hemmte. Somit ist seine 
Hemmwirkung auf den EGFR nicht auf das isolierte System beschränkt. Die Hemmwirkung 
auf die PTK-Aktivität wurde jedoch in um den Faktor 20 geringeren Konzentrationen 
ersichtlich (10,8 ± 5,5 μg/ml; Kern et al., 2005). Dieses Ergebnis ist in Übereinstimmung mit 
einer Reihe von Experimenten, die am isolierten System eine deutlich potentere 
Hemmwirkung im Vergleich zum zellulären System aufzeigten [Kern et al., 2005; Fridrich et 
al., 2007a; Roth, unveröffentlichte Daten]. Dieser Unterschied ist möglicherweise auf eine 
limitierte zelluläre Aufnahme der Inhaltsstoffe zurückzuführen. Eine weitere Möglichkeit 
könnten unterschiedliche Wechselwirkungen der Substanz mit dem isolierten Rezeptor im 
Vergleich zum Rezeptor innerhalb der Zellmembran sein.  
Weiterhin zeigte sich die Hemmwirkung auf den Phosphorylierungsstatus des EGFR in A431-
Zellen als geringer im Vergleich zu der in HT29-Zellen (IC50 = 90 ± 12 µg/ml) [Fridrich et al., 
2007a]. Da die humane Vulvakarzinomzelllinie A431 für eine Überexpression des EGFR 
bekannt ist, könnten derartige zellspezifische Unterschiede eine Bedeutung haben [Merlino et 
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al., 1984]. Zusätzlich handelt es sich bei HT29-Zellen um Kolonzellen, denen zelluläre 
Transportmechanismen zur Resorption von Substanzen zur Verfügung stehen.  
Der ErbB2-Rezeptor ist der bevorzugte Dimerisierungspartner der ErbB-Rezeptoren und wird 
in Tumoren häufig überexprimiert [Bazley und Gullik, 2005; Sebastian et al., 2006]. Ein 
vielversprechender chemopräventiver Ansatz ist daher die Verringerung seiner Aktivität im 
zellulären Kontext. AE02 stellte sich als Inhibitor der Autophosphorylierung des ErbB2-
Rezeptors dar (s. Abbildung 31). Die Aktivität des ErbB2-Rezeptors konnte bei 500 µg/ml um 
50 % reduziert werden. Durch verschiedene Flavonoide konnte bereits eine Modulation des 
Autophosphorylierungsstatus des ErbB2-Rezeptors gezeigt werden [Shimizu et al., 2005a; 
Fridrich et al., 2008]. Fridrich et al. (2008) konnten das Aglykon Quercetin, welches nicht 
originär im AE02 vorkommt, jedoch in Form seiner Glykoside, als schwachen Hemmstoff des 
ErbB2-Rezeptors in A431-Zellen charakterisieren. Da diese Untersuchungen jedoch ohne den 
Zusatz von Katalase durchgeführt wurden, ist ein Einfluss von möglicherweise gebildetem 
H2O2 nicht auszuschließen.  
Auch die vorliegenden Untersuchungen weisen auf einen differenzierten Einfluss des 
generierten H2O2 auf den Phosphorylierungsstatus der ErbB-Rezeptoren hin. AE02 generierte 
ab 100 µg/ml substantielle Mengen an H2O2 (s. Kapitel 4.1.1). Während in erhöhten 
Extraktkonzentrationen die Inkubation ohne Katalase [Diplomarbeit Nicole Teller, 2006] zu 
einem Wiederanstieg des phosphorylierten EGFR führte, konnte die hier gezeigte Inkubation 
mit Katalase diesen Wiederanstieg in Konzentrationen > 100 µg/ml unterdrücken. 
Dahingegen wurde bei Inkubation ohne Katalase [Diplomarbeit Nicole Teller, 2006] kein 
Wiederanstieg des Phosphorylierungsstatus des ErbB2-Rezeptors und folglich keine 
Veränderung durch Katalasezugabe beobachtet. Dies weist zum einen auf einen Einfluss des 
gebildeten H2O2 hin, zum anderen auf eine erhöhte Sensitivität des phosphorylierten EGFR 
gegenüber im Zellkulturmedium gebildetem H2O2.  
Des Weiteren zeigen die hier vorgestellten Ergebnisse eine marginal potentere 
Aktivitätshemmung des EGFR im Vergleich zu der des ErbB2-Rezeptors. Dies wurde 
ebenfalls durch Untersuchungen des Flavonoids Quercetin in A431-Zellen gezeigt und 
unterstützt daher die hier erbrachten Ergebnisse [Fridrich et al., 2008]. Shimizu et al. (2005a) 
zeigten ebenso eine vergleichbare Hemmung des EGFR und ErbB2-Rezeptors durch das 
Flavonoid EGCG. Die hier gezeigte geringe Selektivität in der Hemmwirkung von AE02 
könnte möglicherweise darauf hindeuten, dass für beide Rezeptoren die 
Strukturanforderungen an die Hemmsubstanzen vergleichbar sind. Eine weitere Möglichkeit 
besteht insbesondere beim Vergleich des EGFR mit dem ErbB2-Rezeptor in einem möglichen 
Hemmmechanismus, der über Transphosphorylierung durch den EGFR vermittelt wird. Dies 
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würde bedeuten, dass keine direkte Hemmung des ErbB2-Rezeptors in einem gebildeten 
Heterodimer stattfindet. Die Hemmung würde innerhalb der EGFR/ErbB2-Dimeres direkt am 
EGFR stattfindet. Daraus folgend könnte diese Hemmung im gebildeten Dimer 
möglicherweise über eine verminderte Transphosphorylierung an den ErbB2-Rezeptor 
vermittelt werden. Um dies zu verifizieren, wären Untersuchungen in EGFR negativen, 
ErbB2-Rezeptor-exprimierenden Zellen notwendig.  
Zusammenfassend konnte AE02 auch im zellulären System der A431-Zellen die Aktivität des 
EGFR und ErbB2-Rezeptors hemmen. Dabei wurde eine marginal potentere Hemmwirkung 
von AE02 auf die Aktivität des EGFR beobachtet. 
  
Ergebnisse und Diskussion  Apfelextrakte 
- 63 - 
Der procyanidinreiche Apfelextrakt PAE 
Der aus Mostäpfeln hergestellte procyanidinreiche Apfelextrakt (PAE) enthält 78,4 % 
Procyanidine mit unterschiedlichem Oligomerisierungsgrad, welcher im Mittel ~ 4 beträgt 
[Gossé et al., 2005]. Procyanidine haben sich bereits als vielversprechende Substanzklasse mit 
chemopräventiven Eigenschaften dargestellt [Gossé et al., 2005; Faria et al., 2006; Miura et 
al., 2008]. Aus diesem Grund wurde im Folgenden ihr Einfluss auf die Rezeptoraktivität der 
ErbB-Rezeptoren EGFR, ErbB2 und ErbB3 in A431-Zellen sowie ein möglicher Einfluss von 
im Zellkulturmedium generiertem H2O2 untersucht. 
 
Wie aus Abbildung 32 ersichtlich, hemmte PAE potent die Autophosphorylierung des EGFR 
in A431-Zellen nach 45 min Inkubation ohne den Zusatz von Katalase. Der IC50-Wert lag bei 
57 ± 25 µg/ml PAE. Der endogene Rezeptorstatus wurde durch die Inkubation mit PAE nicht 
moduliert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 32: Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR durch 45 min serumfreie 
Inkubation von A431-Zellen mit PAE ohne Zusatz von Katalase. Die Stimulierung mit dem 
spezifischen Liganden EGF (100 ng/ml) erfolgte in den terminalen 15 min. K: Kontrolle (1 % 
DMSO); T: Tyrphostin AG1478 + 879 (5 µM); MW ± SD von mindestens 3 unabhängigen 
Experimenten. Student´s t-test, *: p < 0,05; ***: p < 0,005; bezogen auf 0,1 μg/ml PAE. 
Die Inkubation der A431-Zellen mit PAE bei Zusatz von Katalase (100 U/ml) ist in 
Abbildung 33 dargestellt. Es zeigte sich ab 50 µg/ml eine konzentrationsabhängige 
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Verringerung des phosphorylierten EGFR, die bei 200 µg/ml PAE signifikant wurde. Der 
IC50-Wert betrug 160 ± 25 µg/ml. Der endogene Status des EGFR wurde bei 200 µg/ml PAE 
ebenfalls signifikant reduziert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 33: Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR durch 45 min serumfreie 
Inkubation von A431-Zellen mit PAE und dem Zusatz von Katalase (100 U/ml). Die Stimulierung mit 
dem spezifischen Liganden EGF (100 ng/ml) erfolgte in den terminalen 15 min. K: Kontrolle (1 % 
DMSO); T: Tyrphostin AG1478 + 879 (5 µM); MW ± SD von mindestens 3 unabhängigen 
Experimenten. Student´s t-test, *: p < 0,05; bezogen auf 0,1 μg/ml PAE. 
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Die Aktivität des ErbB2-Rezeptors konnte durch Inkubation mit PAE ohne Katalase ab 
10 µg/ml signifikant reduziert werden (s. Abbildung 34). Der resultierende IC50-Wert belief 
sich auf 85 ± 24 µg/ml PAE. Es wurde keine Modulation des endogenen Rezeptors 
beobachtet.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 34: Modulation des Phosphorylierungsstatus des ErbB2-Rezeptors durch 45 min 
serumfreie Inkubation von A431-Zellen mit PAE ohne Zusatz von Katalase. Die Stimulierung mit dem 
spezifischen Liganden EGF (100 ng/ml) erfolgte in den terminalen 15 min. K: Kontrolle (1 % 
DMSO); T: Tyrphostin AG1478 + 879 (5 µM); MW ± SD von mindestens 3 unabhängigen 
Experimenten. Student´s t-test, *: p < 0,05; **: p < 0,01; bezogen auf 0,1 μg/ml PAE. 
Auch in Anwesenheit von Katalase zeigte PAE potente inhibitorische Eigenschaften 
gegenüber dem ErbB2-Rezeptor (s. Abbildung 35). Die signifikante Hemmung wurde bei 
10 µg/ml ersichtlich und wurde konzentrationsabhängig bis 200 µg/ml gesteigert. Der IC50-
Wert konnte auf ~ 100 µg/ml PAE festgelegt werden. 
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Abbildung 35: Modulation des Phosphorylierungsstatus des ErbB2-Rezeptors durch 45 min 
serumfreie Inkubation von A431-Zellen mit dem Zusatz von Katalase (100 U/ml) mit PAE. Die 
Stimulierung mit dem spezifischen Liganden EGF (100 ng/ml) erfolgte in den terminalen 15 min. K: 
Kontrolle (1 % DMSO); T: Tyrphostin AG1478 + 879 (5 µM); MW ± SD von mindestens 3 
unabhängigen Experimenten. Student´s t-test, *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,005; bezogen auf 
0,1 μg/ml PAE. 
Um einen weiteren Vertreter der ErbB-Familie untersuchen zu können, wurde eine Western 
Blot Methode zur Erfassung der Aktivität und Expression des ErbB3-Rezeptors etabliert. Zur 
Stimulierung des ErbB3-Rezeptors wurde der ErbB3-spezifische Ligand Heregulin eingesetzt 
(20 ng/ml). Die Untersuchungen des ErbB3-Rezeptors erfolgten mit dem Zusatz von Katalase 
(s. Abbildung 36). Auf Grund der limitierten Substanzmenge war die Inkubation ohne 
Katalase nicht mehr möglich.  
Bei 10 µg/ml konnte PAE die Phosphorylierung des ErbB3-Rezeptors signifikant auf ~ 50 % 
Restaktivität hemmen, wobei gleichzeitig eine konzentrationsabhängige Verringerung des 
endogenen Status sichtbar wurde. Der endogene Status des Rezeptors erreichte den  
IC50-Wert bei 32 ± 15 µg/ml PAE. 
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Abbildung 36: Modulation des Phosphorylierungsstatus des ErbB3-Rezeptors durch 45 min 
serumfreie Inkubation von A431-Zellen mit dem Zusatz von Katalase (100 U/ml) mit PAE. Die 
Stimulierung mit dem spezifischen Liganden Heregulin (20 ng/ml) erfolgte in den terminalen 15 min. 
K: Kontrolle (1 % DMSO); T: Tyrphostin AG1478 + 879 (5 µM); MW ± SD von mindestens 3 
unabhängigen Experimenten. Student´s t-test, *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,005; bezogen auf 
0,1 μg/ml PAE. 
Die vorliegenden Untersuchungen identifizieren PAE als potenten Inhibitor der Aktivität der 
ErbB-Rezeptoren EGFR, ErbB2 und ErbB3 im zellulären System. In vorangegangenen 
Untersuchungen innerhalb des Arbeitskreises konnte PAE potent die PTK-Aktivität des aus 
A431-Zellen isolierten EGFR mit einem IC50-Wert von 10 µg/ml hemmen [Roth, 
unveröffentlichte Daten]. Durch die Ergebnisse dieser Arbeit konnte daher die Hemmwirkung 
von PAE für die ErbB-Rezeptoren im zellulären System verifiziert werden.  
In vorangegangenen Untersuchungen des Arbeitskreises konnte des Weiteren eine Korrelation 
zwischen der potenten Hemmung der PTK-Aktivität und erhöhtem Oligomerisierungsgrad der 
Procyanidine im isolierten System nachgewiesen werden [Fridrich et al., 2007b]. Dabei stellte 
sich das tetramere Procyanidin PA2 (PA2) als potentestes untersuchtes Procyanidin im 
isolierten System dar. Das entsprechende monomere Flavan-3-ol (−)-Epicatechin konnte die 
PTK-Aktivität des EGFR erstmals in Konzentrationen > 300 µM hemmen [Kern et al., 2005]. 
Im zellulären System der HT29-Zellen zeigte das tetramere PA2 jedoch keine Hemmwirkung 
auf die Autophosphorylierung des EGFR, möglicherweise auf Grund limitierter zellulärer 
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Verfügbarkeit, wohingegen das trimere Procyanidin (PC1) potent die Aktivität des EGFR 
reduzierte (IC50 = 35 ± 15 µM). Des Weiteren zeigten Untersuchungen eines Apfelextraktes 
mit und ohne Procyanidinfraktion eine unterschiedliche Hemmpotenz auf den 
Phosphorylierungsstatus des EGFR in HT29-Zellen [Roth, unveröffentlichte Daten]. Der 
Apfelextrakt hemmte bei Anwesenheit der Procyanidine den phosphorylierten EGFR; wurde 
hingegen diese Fraktion gegen Glukose ausgetauscht, erfolgte keine Hemmung der Aktivität 
des Rezeptors. 
Der hier eingesetzte PAE, dessen oligomere Procyanidine einen unterschiedlichen 
Oligomerisierungsgrad besitzen, verminderte potent die Autophosphorylierung des EGFR (s. 
Abbildung 32 und 33). Die Annahme aller im PAE enthaltenen Procyanidine als Trimere 
ergibt in A431-Zellen einen IC50-Wert von 51,6 µM (ohne Katalase) und 144,8 µM (mit 
Katalase, s. Tabelle 9). Die Potenz der Inkubation ohne Katalase liegt in einem vergleichbaren 
Konzentrationsbereich wie in HT29-Zellen durch das Procyanidintrimer PC1 [Fridrich et al., 
2007b]. Jedoch zeigte der Einsatz von Katalase eine Modulation dieses Effektes verschoben 
hin zu höheren Konzentrationen. Der ErbB2-Rezeptor konnte durch die Inkubation mit PAE 
sowohl ohne Zugabe von Katalase als auch mit Katalase potent in seiner Aktivität gehemmt 
werden (s. Abbildung 34 und 35). Die IC50-Werte zeigten vergleichbare Konzentrations-
bereiche auf, mit einer marginal potenteren Hemmwirkung der Inkubation ohne Katalase. Die 
Akkumulation von H2O2 im Zellkulturmedium scheint demnach keinen Einfluss auf die 
Hemmwirkung von PAE auf den ErbB2-Rezeptor zu besitzen.  
Tabelle 9: IC50-Werte der Hemmung der ErbB-Rezeptoren in Abhängigkeit von der Zelllinie und den 
Inkubationsbedingungen durch PAE. IC50-Werte der A431-Zellinkubation berechnet als 
Procyanidintrimer PC1 und -tetramer PA2. 1Fridrich et al., 2007b; (−) nicht untersucht. Grün unterlegt: 
herausragende Wirkqualität. 
Rezeptor HT29 
PC1 [µM] 
A431 
PC1-Äqivalente [µM] 
A431  
PA2-Äquivalente[µM] 
EGFR ohne Katalase 135 ± 15 51,6 38,7 
EGFR mit Katalase − 144,8 108,7 
ErbB2 ohne Katalase − 76,9 57,7 
ErbB2 mit Katalase − 90,5 67,9 
ErbB3 mit Katalase − 9,1 6,8 
PAE konnte des Weiteren hochpotent die Aktivität des ErbB3-Rezeptors hemmen (s. 
Abbildung 36). Die konzentrationsabhängige Inhibition der Aktivität wurde bei 10 µg/ml 
signifikant und ergab dabei eine Restaktivität von ~ 50 %. Zudem erfolgte bei dieser 
Konzentration eine signifikante Verminderung des endogenen Rezeptorstatus, welche bei 
32 ± 15 µg/ml den IC50-Wert erreichte. Ebenso wurde in Anwesenheit von Katalase ein Effekt 
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auf den endogenen Rezeptorstatus des EGFR bei 200 µg/ml PAE festgestellt. Die 
Verringerung des Rezeptorstatus durch Inkubation mit Polyphenolen wird vereinzelt in der 
Literatur beschrieben, wobei unterschiedliche Mechanismen diskutiert werden. Die 
Hauptmechanismen sind die strukturelle Destabilisierung des Rezeptorproteins, die durch eine 
nachfolgende Polyubiquitinylierung des Rezeptors zu dessen Abbau führt sowie 
transkriptionelle Mechanismen [Kenny et al., 2004; Jung et al., 2006; Jeong et al., 2008].  
Kenny et al. (2004) konnten durch Inkubation mit einem pentameren Procyanidin eine 
Verringerung der ErbB2-Rezeptorexpression nach 8 h Inkubation mit 20 µg/ml nachweisen. 
Das Flavonoid Isoliquiritigenin konnte die Proteinexpression des EGFR, ErbB2- und ErbB3-
Rezeptors nach 24 h Inkubation verringern, wobei ein Regulationsmechanismus auf RNA-
Ebene postuliert wurde [Jung et al., 2006]. Trans-Linolsäure konnte die Protein- als auch 
Transkriptmenge des ErbB3-Rezeptors in HT29-Zellen nach 72 h Inkubation senken [Cho et 
al., 2005]. Die hier aufgezeigte Verminderung des endogenen Status des ErbB3-Rezeptors 
wurde bereits in geringen Konzentrationen, als auch nach Kurzzeitinkubation von 45 min 
ersichtlich. Um aufzuklären, ob sich die Verringerung des Rezeptors auch auf 
Transkriptionsebene wiederfindet, sind weitere Untersuchungen geplant. 
Insgesamt konnte PAE die Aktivität aller getesteten ErbB-Familienmitglieder potent hemmen. 
Damit scheinen die zuvor gezeigten PTK-hemmenden Eigenschaften procyanidinreicher 
Extrakte und Einzelsubstanzen auf den EGFR in das zelluläre System der A431-Zellen 
übertragbar zu sein [Kern et al., 2005; Dissertation Melanie Kern, 2006; Fridrich et al., 2007b; 
Roth, unveröffentlichte Daten]. Des Weiteren konnten hemmenden Eigenschaften der 
Procyanidine auf weitere Mitglieder der ErbB-Familie identifiziert werden. Ein Einfluss des 
im Zellkulturmedium generierten H2O2 wurde anhand des EGFR deutlich. In Konzentrationen 
einer substantiellen H2O2-Akkumulation (> 50 µg/ml) zeigte sich eine deutlich potentere 
Hemmwirkung von PAE ohne Einsatz von Katalase. Diese Tendenz konnte auch für den 
ErbB2-Rezeptor gezeigt werden, jedoch deutlich schwächer ausgeprägt. Die Sensitivität 
gegenüber einer H2O2-Produktion scheint, wie zuvor auch bei Inkubation mit AE02 gezeigt, 
am ErbB2-Rezeptor geringer zu sein.  
Die Hemmung der Aktivität des ErbB3-Rezeptors erfolgte mit deutlich höherer Potenz. Die 
halbmaximale Hemmung erfolgte in um den Faktor 15 (für den EGFR) beziehungsweise 
Faktor 10 (für den ErbB2-Rezeptor) geringeren Konzentrationen. Vergleichende Studien in 
der Literatur konnten mit EGCG zwar eine Hemmung der Aktivität des EGFR, ErbB2- und 
ErbB3-Rezeptors zeigen, jedoch ohne deutliche Selektivität in dessen Potenz [Shimizu et al., 
2005a und b; Shimizu et al., 2008]. Die gleichzeitige signifikante Verringerung des 
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endogenen ErbB3-Rezeptorstatus und der Aktivität des ErbB3-Rezeptors deutet zudem einen 
dualen Hemmmechanismus von PAE an. 
Der hier untersuchte PAE konnte in Studien von Gossé et al. (2005) potent das Wachstum der 
humanen Kolonkarzinomzelllinie SW620 hemmen. Der IC50-Wert von 45 µg/ml liegt dabei 
im Bereich der Aktivitätshemmung der ErbB-Rezeptoren. Somit scheint ein Beitrag dieses 
Mechanismus zur Wachstumshemmung durchaus möglich. Dabei wurde durch Gossé et al. 
(2005) eine potente Apoptoseinduktion durch PAE gezeigt. Der erste Schritt der Aktivierung 
des Apoptose-regulierenden Signalweges (PI3K) wird durch die Aktivierung des ErbB3-
Rezeptors stark reguliert. Da dieser durch PAE hochpotent in geringen 
Extraktkonzentrationen gehemmt wurde, könnte dies eine mechanistische Erklärung der 
beschriebenen Apoptoseinduktion darstellen. Gossé et al. (2005) zeigten des Weiteren 
innerhalb einer in vivo-Studie an Ratten eine Verringerung der Gesamtzahl 
hyperproliferierender Krypten und von ACF um 50 % nach 6 Wochen durch Procyanidine, 
was die chemopräventiven Eigenschaften procyanidinreicher Extrakte weiter unterstreicht.  
Zusammenfassend konnte PAE als potenter Inhibitor der Aktivität der ErbB-Rezeptoren 
EGFR, ErbB2 und ErbB3 im zellulären System charakterisiert werden, mit einer erhöhten 
Präferenz in der Hemmung der Aktivität und Verringerung der Proteinmenge des ErbB3-
Rezeptors. Die Wirkqualität von PAE als Gruppenhemmstoff der getesteten ErbB-Rezeptoren 
könnte daher einen möglichen Hinweis auf die chemopräventiven Mechanismen der 
Procyanidine geben.  
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Der sortenreine Mostapfelextrakt BA 
Auf Grund seiner aufgezeigten Potenz in der Hemmung der PTK-Aktivität einer Reihe 
verwandter RTK (s. Kapitel 4.1.3), wurde BA im Folgenden auf seine Hemmwirkung auf 
ausgewählte RTK im zellulären System untersucht. BA ist auch insbesondere deshalb von 
Interesse, da dieser erhöhte Procyanidinkonzentrationen aufweist, die zuvor als potente 
Hemmstoffe der Autophosphorylierung der ErbB-Rezeptoren in A431-Zellen identifiziert 
wurden. 
 
Wie aus Abbildung 37 ersichtlich, hemmte BA potent die Autophosphorylierung des EGFR 
im intakten System der A431-Zellen nach 45 min Inkubation in Gegenwart von Katalase. Ab 
250 µg/ml zeigte sich eine signifikante Hemmung des phosphorylierten EGFR. Der  
IC50-Wert der Hemmung der Aktivität des EGFR konnte auf 212 ± 60 µg/ml BA berechnet 
werden; der endogene Rezeptorstatus wurde nicht signifikant moduliert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 37: Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR durch 45 min serumfreie 
Inkubation von A431-Zellen mit dem Zusatz von Katalase (100 U/ml) mit BA. Die Stimulierung mit 
dem spezifischen Liganden EGF (100 ng/ml) erfolgte in den terminalen 15 min. K: Kontrolle (1 % 
DMSO); T: Tyrphostin AG1478 + 879 (5 µM); MW ± SD von mindestens 3 unabhängigen 
Experimenten. Student´s t-test, *: p < 0,05; ***: p < 0,005; bezogen auf 1 μg/ml BA. 
Im Vergleich dazu wurde der Einfluss von BA auf die Aktivität des ErbB2-Rezeptors in 
A431-Zellen untersucht (s. Abbildung 38). Dabei ergab sich ab 250 µg/ml BA eine 
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signifikante Hemmung der Rezeptoraktivität, die bei 500 µg/ml ihr Maximum erreichte. Über 
den gesamten Inkubationsbereich wurde kein signifikanter Einfluss von BA auf die 
Proteinmenge des endogenen ErbB2-Rezeptors festgestellt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 38: Modulation des Phosphorylierungsstatus des ErbB2-Rezeptors durch 45 min 
serumfreie Inkubation von A431-Zellen mit dem Zusatz von Katalase (100 U/ml) mit BA. Die 
Stimulierung mit dem spezifischen Liganden EGF (100 ng/ml) erfolgte in den terminalen 15 min. K: 
Kontrolle (1 % DMSO); T: Tyrphostin AG1478 + 879 (5 µM); MW ± SD von mindestens 3 
unabhängigen Experimenten. Student´s t-test, *: p < 0,05; ***: p < 0,005; bezogen auf 1 μg/ml BA. 
Der hier eingesetzte BA stellte im zellulären System der A431-Zellen einen potenten Inhibitor 
der Rezeptoraktivität des EGFR und ErbB2 dar. Der IC50-Wert der Inhibition des aktiven 
EGFR (212 ± 60 µg/ml) lag im zellulären System im Vergleich zum isolierten rekombinanten 
EGFR deutlich höher (Faktor ~ 140). Die Hemmwirkung auf die Aktivität der ErbB-
Mitglieder ist somit nicht auf das isolierte zellfreie System beschränkt, spiegelt jedoch 
wahrscheinlich eine limitierte Zellgängigkeit der Wirksubstanzen wider, da sie zu höheren 
Konzentrationen verschoben auftrat. Dies wird durch Literaturdaten gestützt, die ebenso die 
Hemmung der Rezeptoren in zellulären System in erhöhten Konzentrationen zeigten [Kern et 
al., 2005; Fridrich et al., 2007a; Roth, unveröffentlichte Daten]. 
Untersuchungen des Arbeitskreises weisen darauf hin, dass sich die Hemmwirkung von 
Mostapfelpräparationen, wie der hier verwendete BA, potenter auf die Aktivität des EGFR im 
Vergleich zu Tafelapfelpräparationen darstellt [Roth et al., in Vorbereitung]. So zeigte sich in 
den vorliegenden Untersuchungen in A431-Zellen eine deutlich potenter Inhibition der 
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Aktivität des EGFR im Vergleich zu Untersuchungen im Arbeitskreis mit Tafelapfelextrakten 
wie Topaz, welche in Konzentrationen ~ 500 µg/ml die Aktivität des EGFR lediglich um 
~ 20 % senkten [Roth et al., in Vorbereitung]. Die im BA enthaltenen Procyanidine wie das 
Trimer PC1 (10,2 µg/ml = 11,8 µM) könnten auf Grund der zuvor gezeigten Hemmwirkung 
von PAE einen Beitrag zur potenteren Hemmung der Aktivität des EGFR im Vergleich zu 
den oben erwähnten Tafelapfelpräparationen leisten. Ebenso wurde durch BA die Aktivität 
des EGFR stärker gehemmt als die des ErbB2-Rezeptors, was mit den Ergebnissen der 
isolierten Rezeptoren übereinstimmt (Kapitel 4.1.3). Die Hemmwirkung von BA auf den 
ErbB3-Rezeptor wurde in ersten orientierenden Messungen im Arbeitskreis untersucht. Dabei 
zeigte BA hochpotente inhibitorische Effekte auf die Aktivität des ErbB3-Rezeptors in A431-
Zellen unter den zuvor beschriebenen Bedingungen. Der IC50-Wert lag im Bereich von 
10 µg/ml BA. Effekte auf den endogenen Rezeptorstatus konnten bisher nicht festgestellt 
werden [Volker Blust, unveröffentlichte Daten]. Innerhalb der ErbB-Rezeptoren erfolgte 
daher durch BA im zellulären System eine potentere Hemmung gegenüber dem ErbB3-
Rezeptor. Die Potenz der Hemmung kann wie folgt zusammengefasst werden: 
ErbB3-Rezeptor >> EGFR > ErbB2-Rezeptor 
Ein vergleichbares Wirkprofil zeigte ebenso der zuvor untersuchte PAE. Da im BA 
10,2 µg/ml (= 11,8 µM) des Procyanidintrimers PC1 enthalten sind (s. Tabelle 4) und eine 
Hemmung des ErbB3-Rezeptors durch PAE bei ~ 10 µg/ml erfolgte, kann spekuliert werden, 
dass das enthaltene PC1 einen Anteil an der Hemmwirkung von BA leistete.  
Eine potente Hemmung des ErbB3-Rezeptors ist auf Grund seiner Funktion in der Regulation 
des PI3K-Signalweges und damit der Apoptose von großer Bedeutung [Soltoff et al., 1994]. 
Durch die potente Hemmung der Aktivität des ErbB3 kann die PI3K-Signalkaskade effektiv 
gehemmt werden, wodurch es zur Induktion von Apoptose kommt. Dieser Zusammenhang 
wurde bereits für das Flavonoid Isoliquiritigenin belegt [Jung et al., 2006]. Auch 
Apfelextrakte wurden bereits als Induktoren der Apoptose identifiziert [Gossé et al., 2005; 
Kern et al., 2007b]. Die potente Hemmung der ersten Signalkettenelemente, der ErbB-
Rezeptoren und im Besonderen des ErbB3-Rezeptors, stellt einen möglichen Mechanismus 
der beschriebenen Apoptoseinduktion durch Apfelextrakte dar.  
Zusammenfassend konnte BA potent die Aktivität der ErbB-Rezeptoren im zellulären 
Kontext inhibieren, wobei die Potenz der Hemmung gegenüber dem ErbB3-Rezeptor erhöht 
war. Dies könnte möglicherweise auf enthaltene Procyanidine zurückgeführt werden.  
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4.1.5. Modulation der Aktivität des VEGFR2 und -3 durch BA 
Die VEGF-Rezeptoren 2 und 3 stellen Schlüsselregulatoren der Angiogenese und 
Lymphangiogenese dar. Die Untersuchung ihre Modulation durch Lebensmittelinhaltsstoffe 
ist von besonderem Interesse hinsichtlich eines chemopräventiven Potentials. BA konnte als 
potenter Inhibitor einer Reihe von RTK im isolierten, und der ErbB-Rezeptoren im zellulären 
System charakterisiert werden. Die Eigenschaften gegenüber einer weiteren Unterklasse der 
RTK, den Rezeptoren VEGFR2 und -3, wurden deshalb mittels Immunopräzipitation 
untersucht. 
Abbildung 39 zeigt die repräsentativen Western Blot Bilder der Immunopräzipitation des 
VEGFR2 und -3 nach Inkubation mit BA. Die Inkubation erfolgte in Endothelzellen aus 
Schweineaorten (PAE-Zellen), die mit humanem VEGFR2 bzw. murinem VEGFR3 
transfiziert wurden [Kirkin et al., 2001]. Um Effekte durch H2O2 auszuschließen, wurden die 
Untersuchungen in Anwesenheit von Katalase (100 U/ml) durchgeführt. 
 
Abbildung 39: Immunopräzipitation des VEGFR2 und -3 nach Inkubation von 60 min 
beziehungsweise 45 min mit BA mit dem Zusatz von Katalase (100 U/ml). Die Stimulierung mit dem 
spezifischen Liganden: 30 ng/ml VEGF (VEGFR2, A) für 8 min bzw. 400 ng/ml VEGF-C-Cys 
(VEGFR3, B) für 5 min. (+) stimulierte Zellen; (-) unstimulierte Zellen.  
BA konnte konzentrationsabhängig die Phosphorylierung des VEGFR2 bei einer 
Konzentration von 50 µg/ml ~ auf 50 % in Relation zur Kontrolle reduzieren. Der endogene 
Rezeptorstatus des VEGFR2 wurde dabei nicht moduliert. Auch die Aktivität des VEGFR3 
wurde bei 50 µg/ml BA auf ~ 50 % gegenüber der Lösungsmittelkontrolle DMSO gesenkt. 
 
Anti-angiogenetische Substanzen, die VEGFR-vermittelte Signalwege unterdrücken können, 
haben in klinischen Studien vielversprechende Ergebnisse in der Tumortherapie gezeigt 
[Homsi und Daud, 2007]. Die hier gezeigte potente Hemmung des VEGFR2 und -3 innerhalb 
des intakten Zellsystems erfolgte in einem vergleichbaren Konzentrationsbereich 
(~ 50 µg/ml). Die Hemmpotenz wies, wie für weitere RTK bisher gezeigt, einen deutlichen 
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Unterschied zwischen dem isolierten und dem zellulären System auf, wobei die Hemmung im 
zellulären System zu höheren Konzentrationen verschoben war (s. Kapitel 4.1.3.). Im 
isolierten wie auch im zellulären Testsystem stellte sich keine Selektivität in der 
Hemmwirkung zwischen den VEGF-Rezeptoren 2 und 3 durch BA dar. Bisher existieren 
wenige Studien mit Nahrungsmittelinhaltsstoffen, die ein VEGFR-hemmendes Potential 
aufweisen. EGCG konnte die Phosphorylierung des VEGFR2 hemmen, wobei auch die 
Expression des Rezeptors unbeeinflusst blieb [Lamy et al., 2002]. Kurzzeitinkubation mit 
dem Flavon Wogonin und dem Chalcon ON-III vermittelten eine Hemmung der 
Phosphorylierung des VEGFR2 [Zhu et al., 2005; Lu et al., 2008]. Keine der Untersuchungen 
belegten eine Modulation der endogenen Rezeptormenge des VEGFR2, was mit den hier 
gezeigten Versuchen übereinstimmt. Daten zur Hemmung der VEGF-Rezeptoraktivität durch 
komplexe Extrakte, wie des hier vorliegenden Bohnapfelextraktes (BA), stehen ebenso wie 
vergleichende Untersuchungen am VEGFR3 nicht zur Verfügung. Eine gleichzeitige 
Inhibition verwandter RTK, wie die hier gezeigt Hemmung des VEGFR2 und -3, ist jedoch in 
der Literatur beschrieben. So berichten Labreque et al. (2005) von einer gleichzeitigen 
Hemmung des Rezeptors PDGFR (Plateled derived growth factor receptor) und des VEGFR2 
durch Ellagsäure. Lee et al. (2004) konnten die parallele Hemmung der Phosphorylierung des 
VEGFR1 und -2 durch EGCG nachweisen. Da auch für EGCG die Hemmung weiterer RTK 
bekannt ist, scheint eine Hemmung strukturverwandter RTK auch die VEGF-Rezeptoren 
einschließen zu können [Lee et al., 2004; Shimizu et al, 2005a und b].  
Zusammenfassend konnte BA als Inhibitor der Aktivität der für die Angiogenese und 
Lymphangiogenese wichtigen Rezeptoren VEGFR2 und VEGFR3 im zellulären System 
identifiziert werden.  
4.1.6. Diskussion der Apfelextraktergebnisse 
Tumorerkrankungen gehen häufig mit der Fehlregulation zellulärer Signaltransduktions-
kaskaden einher. Die ersten Signalelemente dieser Kaskaden stellen RTK dar, die deshalb ein 
Ziel in der Tumortherapie sind. Apfelextrakte und ihre charakteristischen Inhaltsstoffe wiesen 
in verschiedenen in vitro- und in vivo-Studien ein chemopräventives Potential auf [Boyer und 
Liu, 2004; Kern et al., 2005; Barth et al., 2005; Gossé et al., 2005; Veeriah et al., 2006 und 
2007; Fridrich et al., 2007a; Gerhäuser, 2008; Jedrychowski und Maugeri, 2009]. Im Fokus 
der vorliegenden Arbeit stand die Frage nach dem zellulären Wirkmechanismus komplexer 
Apfelextrakte auf eine Reihe für die Kanzerogenese bedeutender RTK.  
Da eine durch Polyphenole bedingte Akkumulation von H2O2 bekannt ist, wurde diese in 
vorangestellten Experimenten untersucht [Lapidot et al., 2002; Veeriah et al., 2006; Fridrich 
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et al., 2007a]. Auf Grund vorheriger Untersuchungen, die zeigen konnten, dass bei Inkubation 
mit OH-gruppenreichen Verbindungen eine erhöhte H2O2-Akkumulation auftrat, wurde die 
exemplarische Testsubstanz EGCG auf ihr H2O2-generierendes Potential in A431-Zellen 
untersucht. Die maximale H2O2-Akkumulation von 4,5 ± 0,6 µM konnte effektiv durch den 
Zusatz von Katalase (100 U/ml) unterdrückt werden. In Anwesenheit von Katalase konnte 
auch bei den untersuchten Apfelextrakten AE02 und PAE die H2O2-Akkumulation effektiv 
vermindert werden (s. Kapitel 4.1.1). Die H2O2-Akkumulation zeigte sich als abhängig vom 
Zellkulturmedium, was sich im Vergleich zwischen dem hier eingesetzten Zellkulturmedium 
MEM und dem Medium der HT29-Zellen DMEM zeigte. Dabei wurden deutlich niedrigere 
H2O2-Konzentrationen im MEM als im DMEM [Fridrich et al., 2007a] durch Inkubation mit 
den Extrakten generiert.  
Um experimentellen Artefakten durch H2O2 vorzubeugen, wurden die Untersuchungen zur 
Wachstumshemmung der Apfelextrakte AE02 und BA im Folgenden in Gegenwart von 
Katalase durchgeführt. Dabei zeigten sich geringe wachstumshemmende Eigenschaften in 
A431-Zellen (AE02: IC50 = 400 µg/ml; BA: Verringerung auf 60 % des Zellwachstums bei 
400 µg/ml, Kapitel 4.1.2). Die hier gezeigte Hemmwirkung durch den AE02 war in A431-
Zellen deutlich geringer, als die durch Fridrich et al. (2007a) gezeigte Hemmung in HT29-
Zellen, was auf zellspezifische Unterschiede hindeutet. Im Gegensatz dazu wurde die 
Hemmung durch BA sowohl in HT29- als auch A431-Zellen in vergleichbaren 
Konzentrationsbereichen erfasst [Fridrich et al., 2007a]. Damit zeigte sich zwischen A431- 
und HT29-Zellen durch AE02 ein zellspezifischer Unterschied, wohingegen keine 
zellspezifische Wachstumshemmung durch Inkubation mit BA auftrat. Diese Ergebnisse sind 
schwer einzuordnen und sollten durch Untersuchungen weiterer Zelllinien verifiziert werden.  
Die Modulation der PTK-Aktivität, als Maß für die Aktivität der Rezeptoren im isolierten 
System, wurde nachfolgend mittels ELISA anhand eines Spektrums verwandter RTK 
betrachtet (s. Kapitel 4.1.3). Dabei wurden zwei Extrakte mit stark differierendem 
Polyphenolmuster eingesetzt, um eine mögliche Aussage über potente Substanzgruppen mit in 
die Untersuchungen aufzunehmen. Die hier vorgestellten Untersuchungen ergaben eine 
marginal potentere Hemmwirkung beider Extrakte auf die PTK-Aktivität des isolierten 
EGFR. BA, als procyanidinreicher Extrakt, zeigte sich als potenter in der Hemmung des 
VEGFR3 und IGF1R im Vergleich zum Tresterextrakt AE03B, der hohe Quercetinglykosid-
Gehalte enthält (s. Tabelle 10). Beide charakteristischen Substanzgruppen konnten zuvor als 
potente Hemmstoffe der PTK-Aktivität des, aus A431-Zellen aufgereinigten, EGFR 
charakterisiert werden [Kern et al., 2005; Fridrich et al., 2007b]. Die potentere Hemmung des 
VEGFR3 und IGF1R durch BA könnte einen Hinweis auf die Wirkung der enthaltenen 
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Procyanidine geben, bedarf aber weiterer Klärung. Im isolierten zellfreien System fungieren 
die Apfelextrakte demnach als Breitbandhemmstoffe strukturell verwandter RTK. Die 
Hemmung der PTK-Aktivität aller RTK erfolgte in einem niedrigen µg/ml-Bereich. 
Tabelle 10: IC50-Werte der Modulation der PTK-Aktivität rekombinanter RTK durch BA und AE03B. 
Grün hervorgehoben: potente Hemmwirkung. 
Rekombinante RTK BA [µg/ml] AE03B [µg/ml] 
EGFR 1,5 ± 0,2 ~ 1 
ErbB2 1,8 ± 0,1 ~ 2 
VEGFR2 ~ 2 ~ 2 
VEGFR3 ~ 2 8,4 ± 1,1 
IGF1R 1,7 ± 0,2 4,9 ± 2,3 
Im intakten zellulären System spiegelt die Autophosphorylierung spezifischer Tyrosinreste 
die Aktivität der RTK wider und ist entscheidend für die Wechselwirkung mit 
nachgeschalteten Signalelementen (s. Kapitel 2.4.5). Kann die Aktivität einer RTK potent 
unterdrückt werden, können auch nachgeschaltete Signalkaskaden gehemmt werden [Meiers 
et al., 2001; Kern et al., 2005]. In Untersuchungen mittels Western Blot konnten die Extrakte 
AE02, PAE und BA auch im zellulären System der A431-Zellen die Aktivität des EGFR und 
ErbB2-Rezeptors reduzieren (s. Tabelle 11).  
AE02 und BA zeigten beim Vergleich von EGFR und ErbB2-Rezeptor eine marginal 
potentere Hemmung der Aktivität des EGFR auf. Demnach scheint die Hemmung der PTK-
Aktivität nicht auf das isolierte zellfreie System beschränkt zu sein, sondern tritt ebenso im 
zellulären Kontext zu Tage. Die Potenz der Hemmung lag im zellulären System für den 
EGFR und ErbB2-Rezeptor dabei deutlich unter derjenigen der isolierten 
Rezeptorpräparation, was auf eine limitierte zelluläre Verfügbarkeit der Wirksubstanzen 
hindeuten könnte und mit Ergebnissen aus der Literatur übereinstimmt [Kern et al., 2005; 
Fridrich et al., 2007a; Roth, unveröffentlichte Daten]. 
Der Vergleich der zellulären Inkubation von AE02 und PAE, mit und ohne Katalase, zeigt 
deutliche Unterschiede hinsichtlich des Einflusses der H2O2-Akkumulation auf die 
Hemmwirkung der Extrakte auf den EGFR und ErbB2-Rezeptor. Durch Inkubation mit 
Katalase wurde der Wiederanstieg des phosphorylierten EGFR (AE02) verhindert. Der Zusatz 
von Katalase ist jedoch nicht immer mit einer Verstärkung der Hemmwirkung gleichzusetzen. 
So zeigte sich bei Inkubation von PAE mit Katalase eine verringerte Hemmwirkung auf den 
EGFR im Vergleich zur Inkubation ohne Katalase. Zum einen scheint der Einfluss von H2O2 
in höheren Extraktkonzentrationen (> 100 µg/ml AE02; > 50 µg/ml PAE) demnach auf den 
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phosphorylierten EGFR im Vergleich zum phosphorylierten ErbB2-Rezeptor erhöht zu sein 
(s. Tabelle 11), zum anderen zeigten sich gegenteilige Effekte durch die Zugabe von Katalase. 
Ein Rückgang des Wiederanstiegs des phosphorylierten Status wurde auch von Fridrich et al. 
(2007a) gezeigt und bestätigt somit diese Wirkweise. Der gezeigte Effekt von PAE ist 
dagegen schwer zu beurteilen. 
Tabelle 11: Einfluss der Apfelextrakte AE02, BA und PAE auf die Aktivität und Expression der 
ErbB-Rezeptoren im zellulären System der A431-Zellen und der VEGF-Rezeptoren in PAE-Zellen, 
angegeben als IC50-Werte der Hemmung des phosphorylierten Rezeptors. Signifikante Modulation des 
endogenen Rezeptorstatus: #: p = 0,05; ###: p = 0,005. (−) nicht getestet. 1Diplomarbeit Nicole Teller, 
2006; 2Volker Blust, unveröffentlichte Daten. Grün hervorgehoben: herausragende Wirkqualität. Rot 
hervorgehoben: Stark unterschiedliche Hemmwirkung in Abhängigkeit von Katalase. 
Die gezeigte Beeinflussung der Hemmwirkung durch Zugabe von Katalase könnte 
möglicherweise durch eine erhöhte Stabilität der polyphenolischen Substanzen begründet 
werden. So zeigten Kern et al. (2007a) eine erhöhte Stabilität der Phenolsäure Gallussäure in 
Anwesenheit von Katalase. Durch die erhöhte Stabilität der Polyphenole im 
Zellkulturmedium könnte folglich eine veränderte Hemmwirkung auf die Rezeptoren 
erfolgen. 
Die Substanzklasse der oligomeren Procyanidine, in Form des PAE, erwies sich in den 
vorliegenden Untersuchungen als potenter Inhibitor der Aktivität der ErbB-Rezeptoren im 
zellulären System. Dies wird durch Daten aus der Literatur unterstützt, welche ebenso 
aktivitätshemmende Eigenschaften der Procyanidine auf den EGFR zeigten [Kern et al., 2005; 
Fridrich et al., 2007b; Roth, unveröffentlichte Daten]. Procyanidine und procyanidinreiche 
Extrakte zeigten weiterhin wachstumshemmende Eigenschaften in humanen Krebszelllinien 
[Gossé et al., 2005; Kern et al., 2005; Fridrich et al., 2007b; Miura et al., 2008; Pierini et al., 
2008]. Den ErbB-Rezeptoren sind proliferationsassoziierte Signalkaskaden, wie die MAPK-
Kaskade (s. Kapitel 2.5), nachgeschaltet. Die Hemmung proliferationsassoziierter 
Rezeptor AE02 [µg/ml] PAE [µg/ml] BA [µg/ml] 
ohne Katalase (100 U/ml) 
EGFR 
 
1> 100 µg/ml 
Wiederanstieg 
 
57 ± 25 
 
− 
ErbB2-Rezeptor 1~ 500 85 ± 24 − 
mit Katalase (100 U/ml) 
EGFR 
 
265 ± 32 
 
160 ± 25 # 
 
212 ± 60 
ErbB2-Rezeptor ~ 500 ~ 100 ~ 500 
ErbB3-Rezeptor − ~ 10 ### 2~ 10 
VEGFR2 − − ~ 50 
VEGFR3 − − ~ 50 
Ergebnisse und Diskussion  Apfelextrakte 
- 79 - 
Signalkaskaden durch AE02 in HT29-Zellen konnte bereits gezeigt werden [Kern et al., 
2005]. Damit einher ging die Inhibition der nachgeschalteten MAP-Kinasen ERK. Mittels 
Reportergenassay konnte die Vermittlung dieses Signales weiter bis auf Ebene des 
Transkriptionsfaktors Elk-1 verfolgt werden [Kern et al., 2005]. Die hier gezeigte Hemmung 
verschiedener RTK trat in Konzentrationen auf (PAE: 10 – 160 µg/ml), in denen eine potente 
Zellwachstumshemmung in SW620-Zellen mit einem IC50 = 45 µg/ml PAE erfasst wurde 
[Gossé et al., 2005]. Gleiches gilt für die weiteren procyanidinreichen Extrakte wie AE02 und 
BA, in denen die Konzentrationen der Zellwachstumshemmung im Bereich der 
Rezeptorinhibition lagen. Daher scheint ein Beitrag der Hemmung der Rezeptoren und damit 
der nachgeschalteten proliferationsassoziierten Signalkaskaden an der gezeigten 
Zellwachstumshemmung möglich.  
Hervorzuheben ist innerhalb der ErbB-Familie die hochpotente Hemmung der Aktivität des 
ErbB3-Rezeptors durch PAE und BA (IC50 ~ 10 µg/ml) [Volker Blust, unveröffentlichte 
Daten] und insbesondere die Verringerung des endogenen ErbB3-Rezeptorstatus durch PAE. 
Dem ErbB3-Rezeptor nachgeschaltet ist die für die Apoptose bedeutende PI3K-Signalkaskade 
(s. Kapitel 2.5.2). Die effektive Hemmung der Aktivität des ErbB3-Rezeptors führt zur 
Inhibition der nachgeschalteten Kaskade, wodurch es zur Induktion von Apoptose kommt. 
Dies konnte bereits für das Flavonoid Isoliquiritigenin von Jung et al. (2006) belegt werden. 
Procyanidinreiche Extrakte zeigten bereits mehrfach apoptotische Eigenschaften in humanen 
Krebszelllinien auf [Kern et al., 2007b; Miura et al., 2008]. So konnten durch AE02 Elemente 
der PI3K-Signalkaskade wie Akt in ihrer Aktivität verringert werden [Diplomarbeit Ute 
Böttler, 2006]. Die in den vorliegenden Untersuchungen gezeigte potente Hemmung der 
Aktivität des ErbB3-Rezeptors könnte daher mechanistisch eine Begründung für die gezeigte 
Apoptoseinduktion durch Apfelextrakte darstellen. 
Des Weiteren wurde die endogene ErbB3-Rezeptormenge durch PAE potent vermindert. Eine 
Verringerung der endogenen Rezeptormenge durch Pflanzeninhaltsstoffe ist durch 
verschiedene Mechanismen, wie beispielweise Endozytose der ErbB-Rezeptoren, bekannt 
[Cho et al., 2005; Jung et al., 2006]. Die Reduzierung des ErbB3-Rezeptors ist von 
besonderem Interesse, da eine eingeschränkte Endozytose des ErbB3-Rezeptors während der 
Kanzerogenese auftritt. Durch die verminderte oder fehlende Endozytose eines ErbB-
Rezeptors findet kein Abbruch des gesetzten Signales statt, woraus eine ständige 
Signaltransduktion resultieren kann [Baulida et al., 1996; Sorkin und Goh, 2008]. Daher stellt 
sich die Verminderung der endogenen Rezeptormenge möglicherweise als zusätzliche 
chemopräventive Wirkqualität von PAE dar. 
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Die zellulären Untersuchungen von BA wurden auf die Klasse der VEGF-Rezeptoren 
ausgedehnt und ergaben eine vergleichbare Hemmung der Aktivität der für die Angiogenese 
und Lymphangiogenese wichtigen Rezeptoren VEGFR2 und -3. Dies stimmt mit den Daten 
der isolierten Rezeptoren überein, in denen ebenfalls vergleichbare Effekte am VEGFR2 und -
3 auftraten. Anti-angiogenetische Wirkungen verschiedener Polyphenole sind in der Literatur 
beschrieben [Liu et al., 2005]. Zumeist stehen die Inhibition der Expression der Liganden 
sowie die Inhibition der Expression der Metalloproteinasen, die zur Aktivierung der Liganden 
führen, im Mittelpunkt [Oak et al., 2005; Mojzis et al., 2008]. Die hier gezeigte Inhibition der 
Aktivität der zugehörigen VEGF-Rezeptoren stellt einen weiteren möglichen anti-
angiogenetischen Mechanismus polyphenolischer Verbindungen dar.  
In der Tumortherapie werden bei der selektiven Inhibition einer RTK, einer sogenannten 
Monotherapie, häufig Resistenzen ausgebildet. Wird die Aktivität einer RTK gehemmt und 
dadurch ihre Signalgebung unterdrückt, erfolgt die Kompensation des Verlustes über weitere 
Wachstumsfaktorrezeptoren, die die notwendigen Wachstums- und Überlebenssignale der 
Tumorzelle aufrecht erhalten [Engelman et al., 2007; Taberneno, 2007; Amin, 2008]. 
Beispielsweise wurde bei Hemmung des EGFR mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Gefitinib ein 
Wechsel zur Signalgebung über den VEGFR2 beobachtet. Dahingegen zeigten 
Kombinationstherapien mit EGFR- und VEGFR-Inhibitoren synergistische Effekte, wie eine 
signifikant höhere Zellwachstumshemmung in humanen Kolonkarzinomzellen durch die 
Kombination des monoklonalen Antikörper Cetuximab (anti-EGFR) und des VEGFR2 
Tyrosinkinaseinhibitors ZD6474 [Morelli et al., 2006; Amin et al., 2008]. Daher stellt sich die 
gezeigte Breitbandhemmung der RTK, durch die Apfelextrakte, als vielversprechend 
hinsichtlich einer möglichen chemopräventiven Anwendung dar.  
Die hier gezeigte potente Hemmung der zellulären Aktivität der RTK durch die Apfelextrakte 
erfolgte in Konzentrationen zwischen 10 – 500 µg/ml. Der korrespondierende Apfelsaft zu 
AE02 besitzt einen Gesamtpolyphenolgehalt von 500 µg/ml. Frische Apfelsäfte aus 
Mostapfelsorten wie beispielsweise Bohnapfel können bis zu 970 µg/ml Polyphenole 
beinhalten [Kahle et al., 2005a]. Die Bioverfügbarkeit der verschiedenen Polyphenole ist wie 
in Kapitel 2.7.3 diskutiert sehr unterschiedlich und zum Teil noch nicht vollständig geklärt. 
Procyanidine stellten sich in den untersuchten Extrakten als wichtige charakteristische 
Stoffgruppe dar. Kahle et al. (2007) konnten zeigen, dass bis zu 90 % der aufgenommenen 
Procyanidine eines Apfelsaftes unter physiologischen Bedingungen den Kolon erreichen. 
Daher scheinen in den Epithelien des Darms lokal Konzentrationen erreicht werden zu 
können, um die hier gezeigte Hemmung der Aktivität der Rezeptoren durch die Apfelextrakte 
zu erzielen.  
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Die Bedeutung der eingesetzten Apfelextrakte für die Konsumrelevanz stellt sich 
unterschiedlich dar. AE03B wird aus Pressrückständen der Apfelsaftherstellung gewonnen (s. 
Kapitel 2.7.1). AE03B ist als Nebenprodukt der Verarbeitung von Lebensmitteln daher für die 
Industrie von besonderem Interesse. Der procyanidinreiche Apfelextrakt PAE ist kein 
konsumrelevanter Extrakt. Jedoch konnten durch die Erhöhung des Procyanidinanteils die 
Procyanidine als potente Wirkstoffklasse charakterisiert werden. Der klassische 
Mostapfelextrakt Bohnapfel (BA), mit erhöhten Procyanidingehalten, wurde in den 
vorliegenden Untersuchungen als hochpotenter Extrakt identifiziert und könnte innerhalb 
einer konsumrelevanten Präparation Anwendung finden. Herauszustellen ist der Apfelextrakt 
AE02, welcher als konsumrelevanter Extrakt generiert wurde. Dieser wies in der vorliegenden 
Arbeit potente Wirkqualitäten auf, konnte jedoch auf Grund der limitierten 
Substanzverfügbarkeit nicht in allen Testsystemen untersucht werden. Im AE02 sind 80 % 
Mostapfelsorten, darunter 17,5 %Bohnapfel, enthalten so dass spekuliert werden könnte, dass 
konsumrelevante Apfelsaftpräparationen wie AE02 potente Wirkqualitäten auf weitere ErbB- 
und VEGF-Rezeptoren ausüben. 
Zusammenfassend haben die Untersuchungen der Apfelextrakte gezeigt, dass ihre 
Hemmwirkungen auf RTK nicht nur auf das isolierte System beschränkt sind, sondern auch 
im zellulären Kontext erfasst werden konnten. Die Apfelextrakte zeigten Hemmwirkungen 
auf die ErbB-Rezeptoren EGFR, ErbB2 und ErbB3. BA konnte auch eine weitere Klasse der 
RTK, die VEGF-Rezeptoren, potent hemmen und stellt somit einen Breitbandstoff strukturell 
verwandter RTK dar. BA und PAE wiesen eine erhöhte Präferenz in der Hemmung für den 
ErbB3-Rezeptor auf, wobei PAE einen hochpotenten dualen Hemmmechanismus in Form 
einer Verringerung der Aktivität und Proteinmenge des ErbB3-Rezeptors aufwies. Der 
Mechanismus der RTK-Hemmung leistet höchstwahrscheinlich einen Beitrag zur 
chemopräventiven Wirkung von Apfelextrakten bzw. procyanidinreichen Extrakten in 
konsumrelevanten Konzentrationen. 
Ergebnisse und Diskussion            Anthocyanreiche Extrakte 
- 82 - 
4.2. Zelluläre Wirkmechanismen ausgewählter Polyphenole und 
anthocyanreicher Extrakte 
Polyphenolreiche Apfelextrakte konnten im ersten Abschnitt der Arbeit als potente 
Breitbandhemmstoffe eines Spektrums verschiedener RTK charakterisiert werden (s. Kapitel 
4.1). Flavonoide aus der Gruppe der Anthocyane zeigten sich bereits in vorherigen 
Untersuchungen als Hemmstoffe von RTK [Meiers et al., 2001; Marko et al., 2004; Lamy et 
al., 2006; Fridrich et al., 2008]. Daher wurde im Folgenden der Frage nachgegangen, welchen 
Einfluss zwei komplexe anthocyanreiche Extrakte, der Blaubeerextrakt Mirtocyan und der 
Weinbeerenextrakt Oenocyanin, auf das System der RTK aufweisen. Weiterhin wurde die 
Wirkqualität des Anthocyanidins Delphinidin, als in den Extrakten enthaltenes Aglykon, und 
dessen Abbauprodukt Gallussäure, untersucht. Neben der Wirkung auf die ErbB-Rezeptoren 
wurde der Einfluss auf das System der VEGF-Rezeptoren, die für die Regulation der 
Angiogenese und Lymphangiogenese von Bedeutung sind, betrachtet.  
Darauf aufbauend wurden Modulationen des den Rezeptoren nachgeschalten PI3K-
Signalweges durch Delphinidin auf Proteinebene erfasst. Die Modulation der ErbB-
Rezeptoren und ausgewählter Liganden auf Transkriptionsebene durch Delphinidin stellte 
eine weitere Fragestellung dar. Abschließend erfolgten Untersuchungen zur Veränderung der 
Expression mit der humanen Angiogenese assoziierter Gene durch Delphinidin.  
4.2.1. Bildung von H2O2 durch Delphinidin 
Von OH-gruppenreichen Verbindungen wie Delphinidin ist die Produktion substantieller 
H2O2-Mengen im Zellkulturmedium bekannt [Kern et al., 2007a]. Daher wurde die 
Akkumulation von H2O2 im MEM und deren Unterdrückung durch Zugabe von Katalase 
untersucht. Da die vorherige Versuchsanordnung keinen Einfluss des Wachstumsfaktors EGF 
auf die H2O2-Akkumulation zeigte, wurde auf dessen Zugabe verzichtet (Kapitel 4.1.1). Die 
Messung erfolgte mit Hilfe des Amplex Red Hydrogen Peroxide Kit (Invitrogen) und wurde 
im Mediumüberstand von A431-Zellen (MEM) durchgeführt. Die Inkubationsbedingungen 
wurden an den Western Blot Assay angepasst.  
Abbildung 40 stellt die Ergebnisse der Inkubation mit Delphinidin dar. Nach 45 min 
Inkubation zeigte sich ein konzentrationsabhängiger Anstieg, der ab 50 µM Delphinidin 
substantielle Mengen an H2O2 mit einem Maximum bei 100 µM (3,6 ± 0,2 µM H2O2) 
generierte. Die H2O2-Konzentration konnte durch Zugabe von Katalase effektiv auf maximal 
0,7 ± 0,02 µM in der höchsten Konzentration (100 µM) unterdrückt werden.  
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Abbildung 40: H2O2-Akkumulation im Zellkulturmedium (MEM). Amplex Red Hydrogen Peroxide 
Assay Kit (Invitrogen). 45 min serumfreie Substanzinkubation von Delphinidin mit und ohne Katalase 
(100 U/ml). MW ± Range von n = 2 in einer Doppelbestimmung. DMSO: Lösungsmittelkontrolle von 
1 % im Endansatz. 
Die H2O2-Akkumulation durch Delphinidin war bereits für DMEM bekannt [Kern et al., 
2007a]. Die H2O2-Konzentration im DMEM (≥ 10 µM) überstieg erwartungsgemäß die des 
MEM (3,6 ± 0,2 µM) deutlich. Auch hier stellte sich, wie bereits in Kapitel 4.1.1 gezeigt, eine 
Abhängigkeit vom Zellkulturmedium dar.  
Die H2O2-Produktion der im weiteren Verlauf der Arbeit wichtigen Testsubstanzen 
Mirtocyan, Oenocyanin und Gallussäure, wurde bereits im DMEM im Arbeitskreis 
untersucht. Kern et al. (2007a) konnten mittels HPLC/DAD zeigen, dass Delphinidin nach 
30 min unter Zellkulturbedingungen nicht mehr im DMEM nachzuweisen war [Kern et al., 
2007a]. Auch durch die intestinale Mikroflora ist der Abbau der Anthocyanidine bekannt 
[Keppler und Humpf, 2005]. Untersuchungen von Kern et al. (2007a) zeigten, dass das 
Abbauprodukt Gallussäure ein stärkerer H2O2-Produzent (maximal 19 µM) im DMEM als 
Delphinidin (bis 12 µM) ist. Daher ist ein Beitrag des Abbauprodukts von Delphinidin zur 
Generierung von H2O2 zur Gesamt-H2O2-Produktion von Delphinidin denkbar. Weitere 
Untersuchungen von Fritz (Dissertation, 2008) ergaben durch Inkubation mit Mirtocyan 
(16,3 ± 0,3 µM) und Oenocyanin (5,6 ± 0,3 µM) hohe H2O2-Konzentrationen im 
Zellkulturmedium DMEM. Die H2O2-Produktion durch die Testsubstanzen konnte jedoch 
durch den Zusatz von Katalase effektiv auf den Wert der Lösungsmittelkontrolle gesenkt 
werden. Da im MEM bisher ohne Ausnahme geringere Konzentrationen an H2O2 generiert 
wurden, kann davon ausgegangen werden, dass die eingesetzte Katalasemenge in A431-
Zellen zur effektiven Unterdrückung der H2O2-Akkumulation ausreichend war. Um 
artifizielle Effekte von H2O2 in den weiteren Untersuchungen ausschließen zu können, 
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wurden daher die folgenden Zellkulturexperimente mit dem Zusatz von Katalase 
durchgeführt.  
Zusammenfassend konnte Delphinidin ohne Zugabe von Katalase hohe Mengen an H2O2 
generieren, welche durch Zugabe von Katalase effektiv unterdrückt werden konnten. 
4.2.2. Modulation des Zellwachstums durch anthocyanreiche Extrakte und 
Delphinidin 
Antiproliferative Eigenschaften sind sowohl von anthocyanreichen Extrakten als auch von 
isolierten Aglykonen bekannt [Meiers et al., 2001; Katsube et al., 2003; Zhao et al., 2004; 
Kern et al., 2007a; Syed et al., 2008]. Dabei muss allerdings beachtet werden, dass die 
Mehrheit der Untersuchungen ohne Berücksichtigung einer artifiziellen H2O2-Produktion im 
Zellkulturmedium durchgeführt wurden. Die hier vorgestellten Ergebnisse erfolgten mit dem 
Zusatz von Katalase zum Zellkulturmedium der humanen Vulvakarzinomzelllinie A431. Der 
Zellwachstumsassay SRB wurde über den Inkubationszeitraum von 72 h durchgeführt 
[Skehan et al., 1990]. 
Abbildung 41 zeigt die Inhibition des Zellwachstums von A431-Zellen durch die beiden 
anthocyanreichen Extrakte Mirtocyan und Oenocyanin. Mirtocyan konnte das Zellwachstum 
mit einem IC50-Wert von 438 ± 48 µg/ml hemmen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 41: Wachstumshemmung durch die Extrakte Mirtocyan und Oenocyanin, gemessen 
mittels SRB-Assay. Inkubation der A431-Zellen für 72 h in 10 % FKS-haltigem Medium und Zusatz 
von Katalase (100 U/ml). MW ± SD von mindestens 3 unabhängigen Versuchen in einer 
Vierfachbestimmung in Relation zur Lösungsmittelkontrolle DMSO (Wachstum = 100 %).  
10 100 300 400 450 500
0
20
40
60
80
100
120
140
160
Ze
llw
ac
hs
tu
m
 [%
]
[μg/ml]
 Mirtocyan
 Oenocyanin
Ergebnisse und Diskussion            Anthocyanreiche Extrakte 
- 85 - 
Oenocyanin wies auch bei 500 µg/ml keine Hemmung des Zellwachstums unter 50 % auf. Es 
erfolgte eine marginale Hemmung bei 500 µg/ml Oenocyanin auf ~ 80 % des Zellwachstums 
bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle DMSO.  
Das Aglykon Delphinidin zeigte in A431-Zellen bei Zusatz von Katalase nach 72 h 
Inkubation wachstumshemmende Eigenschaften. Bereits durch 100 nM konnte eine 
signifikante Abnahme des Zellwachstums erreicht werden. Durch 100 µM Delphinidin wurde 
das Wachstum hochsignifikant auf ~ 70 % der Kontrolle reduziert (s. Abbildung 42).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 42: Wachstumshemmung durch Delphinidin gemessen mittels SRB-Assay. Inkubation der 
A431-Zellen für 72 h in 10 % FKS-haltigem Medium und Zusatz von Katalase (100 U/ml). MW ± SD 
von mindestens 3 unabhängigen Versuchen in einer Vierfachbestimmung in Relation zur 
Lösungsmittelkontrolle DMSO (Wachstum = 100 %). Student´s t-test, *: p < 0,05; **: p < 0,01; 
***: p < 0,005; bezogen auf 10-5 µM Delphinidin. 
In den hier vorgestellten Untersuchungen konnten marginale zellwachstumshemmende 
Eigenschaften durch Mirtocyan und Oenocyanin in Anwesenheit von Katalase in A431-Zellen 
gezeigt werden (s. Abbildung 41). Im Arbeitskreis konnte dies in HT29-Zellen bei Inkubation 
mit Katalase bestätigt werden. Das Zellwachstum der HT29-Zellen konnte durch Mirtocyan 
und Oenocyanin (bis 500 µg/ml) nicht unter 50 % der Kontrolle reduziert werden 
[Dissertation Jessica Fritz, 2008]. Ohne den Zusatz von Katalase zeigten diese 
Untersuchungen IC50-Werte für Mirtocyan von 176,9 ± 9,8 µg/ml und Oenocyanin 
204,3 ± 8,6 µg/ml in HT29-Zellen.  
In den vorliegenden Untersuchungen konnte Delphinidin bereits bei 100 nM das 
Zellwachstum in A431-Zellen signifikant hemmen, jedoch erfolgte keine Hemmung unter 
50 % des Zellwachstums (s. Abbildung 42). Der Vergleich mit vorherigen Untersuchungen 
von Meiers et al. (2001) ohne Katalase in A431-Zellen (IC50 = 18 ± 2 µM) zeigte ebenso eine 
deutlich potenter Hemmung. Dies wird auch durch Untersuchungen von Cai et al. (2003) 
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bekräftigt, die zeigen konnten, dass die zytotoxischen Effekte eines Rotweins, die mittels 
MTT-Assay (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) erfasst wurden, 
partiell auf generiertes H2O2 zurückführen sind. Die hier erbrachten Ergebnisse verdeutlichen 
daher den Beitrag von generiertem H2O2 im Zellkulturmedium zu den wachstumshemmenden 
Eigenschaften der Extrakte und Delphinidin. 
Im Rahmen eines Kooperationsprojektes konnte der Projektpartner AG Sleeman Delphinidin 
als Hemmstoff des Zellwachstums der humanen Endothelzelllinie HUVEC (IC50 = 20 µM), 
der primären Lymphendothelzelllinie LEC (IC50 = 22 µM) sowie der Rattenkarzinomzelllinie 
MT450 (IC50 = 65 µM) nach 48 h Inkubation mit Katalase im 3H-Thymidin 
Inkorporationsassay identifizieren. Mit diesem Assay wurde nach 48 h ebenso die 
Wachstumshemmung in HT29-Zellen bestimmt, die einen IC50-Wert von 60 µM ergab. 
Frühere Untersuchungen zur Wachstumshemmung der HT29-Zelllinie durch Delphinidin 
mittels SRB-Assay (72 h) zeigten bei Zusatz von Katalase einen unerwarteten U-förmigen 
Kurvenverlauf, der bei 10 µM ein erstes Minimum mit einer Unterdrückung auf ~ 40 % des 
Zellwachstums ergab. Dies wurde mit steigender Konzentration wieder aufgehoben [Kern et 
al., 2007a]. Dieser Kurvenverlauf wurde im 3H-Thymidin Inkorporationsassay nach 48 h 
Inkubation jedoch nicht bestätigt. Die unterschiedlichen Ergebnisse sind schwer zu beurteilen, 
da beide Assays mit dem Zusatz von Katalase und derselben Zelllinie durchgeführt wurden, 
so dass diese Einflussfaktoren ausgeschlossen werden können. Delphinidin besitzt unter 
Zellkulturbedingungen nur geringe chemische Stabilität [Kern et al., 2007a]. Daher könnten 
die unterschiedlichen Inkubationszeiten (72 h und 48 h) möglicherweise einen Beitrag zu den 
verschiedenen Ergebnissen geliefert haben.  
Auf Grund dieser limitierten Stabilität von Delphinidin wurde das Abbauprodukt Gallussäure 
in die Untersuchungen mit aufgenommen. Die Hemmung der untersuchten Zelllinien durch 
Gallussäure erfolgte in deutlich höheren Konzentrationen: HUVEC (IC50 = 150 µM), HT29 
(IC50 = 1000 µM), LEC (IC50 = 280 µM), MT450 (IC50 = 1250 µM). Zuvor konnten Kern et 
al. (2007a) in HT29-Zellen und 72 h Inkubation eine Wachstumshemmung von  
IC50 = 49 ± 1 µM durch Gallussäure bei Katalasezugabe zeigen. Auch hier wurde eine geringe 
Wachstumshemmung im 3H-Thymidin Inkorporationsassay im Vergleich zum SRB-Assay 
deutlich, was möglicherweise auf die unterschiedlichen Assays zurückzuführen ist. 
Nach Abbau von Delphinidin in der Zellkultur entsteht lediglich eine Gallussäure-
Konzentration entsprechend 20 % der eingesetzten Anthocyanidinmenge [Kern et al., 2007a]. 
Vergleicht man die Hemmwirkungen von Delphinidin und Gallussäure im 3H-Thymidin 
Inkorporationsassay, so scheint auf Grund der deutlich geringeren wachstumshemmenden 
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Wirkung von Gallussäure ein essentieller Beitrag zur Zellwachstumshemmung von 
Delphinidin unwahrscheinlich. 
Die Untersuchungen innerhalb dieser Dissertation und des Projektpartners zeigen, dass 
Delphinidin und Gallussäure das Wachstum verschiedener Zelllinien unterschiedlich potent 
hemmen können. Dies ist in Übereinstimmung mit Katsube et al. (2003), die unterschiedliche 
wachstumshemmende Effekte eines Blaubeerextraktes auf humane nicht transformierte Zellen 
im Vergleich zu Krebszellen aufzeigten. Auch Kurata et al., 2007 zeigten eine zellspezifische 
Wirkung eines polyphenolreichen Süßkartoffelextraktes auf das Wachstum von humanen 
Kolon- und Magenkrebszellen. Die wachstumshemmenden Wirkungen des Anthocyanidins 
Delphinidin und Gallussäure scheinen daher eine starke Zelllinienabhängigkeit aufzuweisen. 
Zusammenfassend zeigten die anthocyanreichen Extrakte Mirtocyan und Oenocyanin nur 
marginale wachstumshemmende Eigenschaften. Das Aglykon Delphinidin reduzierte in 
niedrigen Konzentrationen das Zellwachstum der A431-Zellen signifikant, konnte es jedoch 
nicht unter 50 % senken. Im Rahmen der Zellwachstumshemmung kommt der Akkumulation 
von H2O2 eine elementare Bedeutung zu. 
4.2.3. Einfluss von Delphinidin auf die Zellviabilität von A431-Zellen 
Den Untersuchungen im zellulären System wurde eine mögliche Modulation der Zellviabilität 
der A431-Zellen durch Delphinidin vorangestellt. In Konzentrationen bis 100 µM Delphinidin 
(mit Katalase) wurden geringe DNA-strangbrechende Wirkungen in HT29-Zellen ersichtlich 
[Fritz et al., 2008]. Delphinidin zeigte im vorausgegangenen SRB-Assay marginale 
zytotoxische Wirkungen auf A431-Zellen nach 72 h Inkubation (s. Abbildung 42). Um eine 
mögliche Schädigung der Zelle und damit verbundene Effekte auf die RTK nach 
Kurzzeitinkubation (45 min) auszuschließen, wurde die Zellviabilität mittels Trypanblau-
Assay untersucht. Somit können nachfolgend die Ergebnisse im Hinblick auf die 
Signaltransduktion der RTK besser eingeordnet werden. 
Die Versuchsbedingungen wurden gemäß dem Western Blot Assay für den EGFR/ErbB2-
Rezeptor angepasst. Die Inkubation erfolgte für 45 min mit dem Zusatz von Katalase und dem 
spezifischen Liganden (EGF 100 ng/ml) in den letzten 15 min der Inkubation. Entsprechend 
wurden A431-Zellen für 45 min mit Delphinidin inkubiert und mit dem ErbB3-spezifischen 
Liganden Heregulin stimuliert, um die Bedingungen des ErbB3-Western Blot Assays 
abzubilden. 
Abbildung 43 zeigt die Ergebnisse der Untersuchung der Zellviabilität in A431-Zellen. Bei 
Stimulation mit EGF führte die höchste eingesetzte Konzentration (100 µM Delphinidin) zu 
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einem leichten Rückgang der Zellviabilität auf 77,8 ± 11,0 % in Relation zur 
Lösungsmittelkontrolle DMSO.  
Abbildung 43: Modulation der Zellviabilität von A431-Zellen nach 45 min serumfreier Inkubation 
mit Delphinidin und Katalase (100 U/ml). In den terminalen 15 min wurde dem Inkubationsmedium 
100 ng/ml EGF bzw. 20 ng/ml Heregulin zugegeben. MW ± SD von mindestens 3 unabhängigen 
Experimenten. Student´s t-test, *: p < 0,05 bezogen auf 1 µM Delphinidin.  
Die Inkubation mit Delphinidin unter Heregulinstimulierung erbrachte in den relevanten 
Konzentrationen bis 20 µM keine signifikante Modulation der Zellviabilität.  
In den weiteren Untersuchungen unter Stimulation von EGF und Inkubation mit 100 µM 
Delphinidin könnte daher die Verringerung der Zellviabilität einen Beitrag zu den zellulären 
Effekten leisten. Unter Stimulation mit Heregulin zeigte sich nach Kurzzeitinkubation keine 
Verringerung der Zellviabilität; daher können zytotoxische Effekte in diesem 
Konzentrationsbereich in A431-Zellen ausgeschlossen werden. 
4.2.4. Modulation der Aktivität isolierter RTK durch Polyphenole und 
anthocyanreiche Extrakte 
Anthocyanidine konnten bereits als potente Hemmstoffe der PTK-Aktivität des EGFR 
identifiziert werden [Meiers et al., 2001; Marko et al., 2004]. Die Modulation der PTK-
Aktivität stellt dabei ein Maß für die Hemmung der Rezeptoren dar. Um Effekte der 
komplexen anthocyanreichen Extrakte Mirtocyan und Oenocyanin sowie ausgewählter 
isolierter Verbindungen auf die PTK-Aktivität eines Spektrums an RTK (VEGFR2, VEGFR3, 
EGFR, ErbB2, IGF1R) einordnen zu können, wurde ein ELISA-basierter Assay im isolierten 
zellfreien Testsystem durchgeführt. Im Fokus stand dabei die Frage, inwieweit die Hemmung 
der RTK eine Selektivität aufweist und welchen Beitrag die isolierten Substanzen zur 
Hemmpotenz der komplexen Extrakte leisten.  
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Abbildung 44 veranschaulicht die Hemmung der PTK-Aktivität der RTK durch den 
Weinbeerenextrakt Oenocyanin. Der EGFR wurde bereits bei 0,1 µg/ml signifikant gehemmt. 
Eine Hemmung unter 50 % der Aktivität fand am EGFR und VEGFR2 in Konzentrationen 
< 1 µg/ml statt. Durch ≤ 5 µg/ml erfolgte eine potente Hemmung unter 50 % der Restaktivität 
der weiteren Rezeptoren. Eine erhöhte Präferenz in der Hemmung des VEGFR2 und EGFR 
wurde dabei deutlich. Bei einer Konzentration von 10 µg/ml erfolgte ein Rückgang der 
Hemmwirkung auf den VEGFR2 und IGF1R, was möglicherweise auf einen biphasischen 
Wirkmechanismus hindeutet. 
 
 
 
 
 
Abbildung 44: Hemmung der PTK-Aktivität rekombinanter RTK durch Oenocyanin. MW ± SD von 
mindestens 3 unabhängigen Experimenten in einer Doppelbestimmung. Student´s t-test, *: p < 0,05; 
***: p < 0,005; bezogen auf 0,01 bzw. 0,1 μg/ml Oenocyanin.  
Ein ähnliches Wirkprofil ergab sich für den Blaubeerenextrakt Mirtocyan. Eine signifikante 
Hemmung der PTK-Aktivität erfolgte ab 5 µg/ml mit einer deutlich potenteren 
Hemmwirkung auf den VEGFR2 und EGFR im Vergleich zu den weiteren RTK. Der ErbB2-
Rezeptor und der IGF1R konnten ab 5 µg/ml nicht weiter durch Erhöhung der Konzentration 
der Testsubstanz in ihrer Aktivität reduziert werden. 
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Abbildung 45: Hemmung der PTK-Aktivität rekombinanter RTK durch Mirtocyan. MW ± SD von 
mindestens 3 unabhängigen Experimenten in einer Doppelbestimmung. Student´s t-test, *: p < 0,05; 
***: p < 0,005; bezogen auf 0,1 μg/ml Mirtocyan.  
Da in beiden Extrakten die Glykoside der Anthocyanidine Malvidin und Delphinidin 
enthalten sind, wurden diese ebenfalls in die Untersuchungen aufgenommen.  
Ab 1 µM Delphinidin wurde ein signifikanter Rückgang der PTK-Aktivität des VEGFR2 und 
VEGFR3 ersichtlich. Bei dieser Konzentration erfolgte bereits die hochsignifikante 
Hemmung des EGFR auf ≤ 50 % (s. Abbildung 46).  
 
 
 
 
 
 
Abbildung 46: Hemmung der PTK-Aktivität rekombinanter RTK durch Delphinidin. MW ± SD von 
mindestens 3 unabhängigen Experimenten in einer Doppelbestimmung. Student´s t-test, *: p < 0,05; 
**: p < 0,01; ***: p < 0,005; bezogen auf 0,01 µM bzw. 0,1 µM Delphinidin.  
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Ein Rückgang der Hemmwirkung auf den IGF1R wurde auch hier in der höchsten 
Konzentration von 10 µM Delphinidin deutlich. Insgesamt konnten alle RTK signifikant in 
ihrer Aktivität gehemmt werden, mit einer potenteren Inhibition des EGFR und VEGFR2. 
 
Das methoxylierte Analogon von Delphinidin, Malvidin, wurde herangezogen, um 
Informationen über die Struktur-Wirkungsbeziehungen der Hemmwirkung der 
Anthocyanidine auf die RTK zu gewinnen (s. Abbildung 47). Die PTK-Aktivität des EGFR, 
VEGFR2 und VEGFR3 wurde signifikant bei 10 µM Malvidin reduziert. Bei 50 µM Malvidin 
erfolgte die signifikante Hemmung der PTK-Aktivität des ErbB2-Rezeptors und des IGF1R. 
Die IC50-Werte der untersuchten Rezeptoren lagen im Bereich von ~ 50 µM Malvidin. Es 
zeigte sich keine eindeutige Präferenz in der Hemmwirkung auf eine spezifische RTK.  
 
 
 
 
 
 
Abbildung 47: Hemmung der PTK-Aktivität rekombinanter RTK durch Malvidin. MW ± SD von 
mindestens 3 unabhängigen Experimenten in einer Doppelbestimmung. Student´s t-test, *: p < 0,05; 
***: p < 0,005; bezogen auf 0,1 µM bzw. 1 µM Malvidin.  
Unter Zellkulturbedingungen und durch die intestinale Mikroflora ist ein schneller Abbau der 
Anthocyanidine und auch eine mögliche Degradation der Anthocyane beschrieben [Keppler 
und Humpf, 2005; Fleschhut et al., 2006]. Daher wurde das Abbauprodukt von Delphinidin 
untersucht. Gallussäure konnte in der Konzentration 50 µM sowie 300 µM die PTK-Aktivität 
des EGFR signifikant vermindern (s. Abbildung 48). Insgesamt erfolgte jedoch keine 
Aktivitätshemmung unter 75 %, bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle. Auch auf die 
weiteren untersuchten RTK VEGFR2 und -3 ergaben sich nur marginale inhibitorische 
Effekte. Der ErbB2-Rezeptor und der IGF1R konnten auf 50 % ihrer Aktivität bei ~ 300 µM 
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Gallussäure gehemmt werden, was bei den RTK EGFR, VEGFR2 und -3 nicht erreicht 
wurde. 
 
 
 
 
(−) bis 300 µM nicht erreicht. 
 
Abbildung 48: Hemmung der PTK-Aktivität rekombinanter RTK durch Gallussäure. MW ± SD von 
mindestens 3 unabhängigen Experimenten in einer Doppelbestimmung. Student´s t-test, *: p < 0,05; 
**: p < 0,01; ***: p < 0,005; bezogen auf 10 µM Gallussäure.  
Die PTK-Aktivität der getesteten RTK konnte durch die komplexen Extrakte und das 
Aglykon Delphinidin potent in geringen Konzentrationen gehemmt werden [Teller et al., 
2009a; Teller et al., 2009b]. Dabei stellte sich der Weinbeerenextrakt Oenocyanin als am 
potentesten heraus. Oenocyanin ist vor allem durch den erhöhten Gehalt an Malvidin-, 
Peonidin- und Petunidin-Glykosiden im Vergleich zu Mirtocyan, mit höheren Gehalten an 
Delphinidin-Glykosiden, charakterisiert (s. Tabelle 5). Eine Zuordnung der Hemmeffekte auf 
einzelne Substanzen der anthocyanreichen Extrakte ist jedoch schwierig. Meiers et al. (2001) 
konnten zeigen, dass Malvidin-3-Glukosid, welches in Oenocyanin enthalten ist, sich bis 
100 µM als inaktiv gegenüber der Hemmung der PTK-Aktivität des isolierten EGFR erwies. 
Daher scheint ein Beitrag von Malvidin-3-Glukosiden an der potenteren Hemmwirkung von 
Oenocyanin fraglich. Des Weiteren konnten einzelne Aglykone der Anthocyane bereits als 
potente Inhibitoren der PTK-Aktivität des EGFR identifiziert werden [Meiers et al., 2001; 
Marko et al., 2004]. Als elementare Strukturvoraussetzung einer potenten Hemmung zeigte 
sich das Substitutionsmuster am B-Ring des Anthocyanidins. Mit zunehmender 
Methoxylierung sank die Hemmpotenz der Substanz am isolierten Rezeptor [Marko et al., 
2004]. Dies konnte durch die vorliegenden Untersuchungen, in denen das methoxylierte 
Anthocyanidin Malvidin deutlich schwächere Hemmwirkungen als das hydroxylierte 
Delphinidin aufwies (s. Tabelle 12), bestätigt werden. Diese Strukturvoraussetzungen 
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scheinen darüber hinaus nicht nur für den EGFR zu gelten, sondern konnten durch die hier 
gezeigten Ergebnisse auf weitere strukturverwandte Rezeptoren der ErbB-, VEGFR-Familie 
und den IGF1R übertragen werden.  
Tabelle 12: Hemmwirkung der anthocyanreichen Extrakte Oenocyanin und Mirtocyan sowie 
Delphinidin, Malvidin und Gallussäure auf die PTK-Aktivität der rekombinanten RTK EGFR, ErbB2, 
VEGFR2, VEGFR3 und IGF1R als IC50-Werte [1Teller et al., 2009a; 2Teller et al., 2009b]. Grün 
unterlegt sind bevorzugte Hemmeffekte, ↔: keine weitere Hemmung durch erhöhte 
Substanzkonzentrationen. ↓: Rückgang der Hemmung in erhöhten Substanzkonzentrationen. 
Rekombinante 
RTK 
1Oenocyanin
[µg/ml] 
1Mirtocyan 
[µg/ml] 
2Delphinidin
[µM] 
2Malvidin 
[µM] 
Gallussäure
[µM] 
EGFR 0,8 ± 0,2  3,4 ± 0,8 1,0 ± 0,2 ~ 50 > 300 
ErbB2-Rezeptor 3,7 ± 2,3  12,1 ± 3,6 ↔  3,9 ± 1,9 41,3 ± 11,1 ~ 300 
VEGFR2 0,7 ± 0,5 ↓ 3,2 ± 0,4 2,8 ± 1,3 55,7 ± 10,6 > 300 
VEGFR3 4,6 ± 2,0 12,7 ± 0,9 10,5 ± 4,2 44,1 ± 6,3 > 300 
IGF1R 3,6 ± 2,6 ↓ 12,9 ± 3,6 ↔ 3,4 ± 0,6 ↔ 56,6 ± 19,9 ~ 300 
Des Weiteren zeigte sich für Oenocyanin, Mirtocyan und Delphinidin ein gemeinsames 
Wirkprofil in Form einer Präferenz in der Hemmwirkung auf den EGFR und VEGFR2 
innerhalb der untersuchten Rezeptoren.  
In den Extrakten sind unterschiedliche Konzentrationen an Delphinidin-Glykosiden; in 
Mirtocyan entsprechend 42 % bzw. in Oenocyanin entsprechend 7 % des 
Gesamtanthocyananteils, enthalten. Bei der Berechnung aller enthaltenen Delphinidin-
Glykoside aus Oenocyanin als Delphinidin-3-Glukosid ergeben sich um den Faktor 17 – 70 
geringere Hemmkonzentrationen im Vergleich zum isolierten Inhaltsstoff Delphinidin (s. 
Tabelle 13). Dagegen zeigten sich für Mirtocyan Hemmkonzentrationen, die im 
Konzentrationsbereich der potenten Hemmung durch Delphinidin liegen. Dabei wurde vor 
allem die Hemmung des EGFR, ErbB2-Rezeptors und IGF1R in vergleichbaren 
Konzentrationen ersichtlich. Auf Grund des gemeinsamen Hemmprofiles und der 
vergleichbaren Wirkkonzentrationen von Mirtocyan und Delphinidin an diesen Rezeptoren 
könnten daher möglicherweise Delphinidin bzw. dessen Glykoside einen Beitrag zur potenten 
Hemmung von Mirtocyan im isolierten System leisten.  
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Tabelle 13: Vergleich der Hemmwirkung der in den Extrakten enthaltenen Delphinidin-Glykoside mit 
der Hemmwirkung durch Delphinidin. IC50-Werte berechnet als Delphinidin-3-Glukosid-Äquivalente 
(Del-3-Glu Äq.) aller enthaltenen Delphinidin-Glykoside. Grün hervorgehoben: vergleichbare 
Konzentrationsbereiche. 
Rekombinante 
RTK 
Oenocyanin 
[µM] 
Del-3-Glu Äq. 
Mirtocyan 
[µM] 
Del-3-Glu Äq. 
Delphinidin 
[µM] 
EGFR 0,04 1,1 1,0 ± 0,2 
ErbB2-Rezeptor 0,2 3,9 3,9 ± 1,9 
VEGFR2 0,04 1,0 2,8 ± 1,3 
VEGFR3 0,3 4,1 10,5 ± 4,2 
IGF1R 0,2 4,2 3,4 ± 0,6 
Die Modulation der Aktivität des IGF1R scheint sehr stark reguliert zu sein. Durch erhöhte 
Substanzkonzentrationen der Extrakte und Delphinidin zeigte sich in den höchsten 
Konzentrationen ein Rückgang der Hemmwirkung bzw. das Verbleiben der Hemmwirkung 
auf diesem Niveau. Die Wirkung der anthocyanreichen Extrakte bzw. Delphinidin könnte 
somit beim IGF1R auf einen biphasischen Verlauf hinweisen, was weiterer Untersuchungen 
bedarf. Das Abbauprodukt Gallussäure konnte nur marginale Hemmwirkungen auf die 
isolierten Rezeptoren vermitteln. Dies wird durch Untersuchungen von Kern bestätigt 
[Dissertation, 2006], die am aus A431-Zellen isolierten EGFR einen IC50-Wert von 
189 ± 15 µM bestimmte. Auf Grund der potenten Hemmwirkung von Delphinidin (≤ 10 µM) 
und der postulierten maximalen Generierung von Gallussäure entsprechend 20 % der 
Delphinidinkonzentration [Kern et al., 2007a], scheint demnach ein Beitrag von Gallussäure 
an dessen inhibitorischen Potenz fraglich.  
Hemmwirkungen polyphenolreicher Extrakte und Einzelsubstanzen gegenüber der PTK-
Aktivität des EGFR sind bekannt und konnten durch die erbrachten Ergebnisse dieser 
Dissertation für weitere RTK identifiziert werden [Kern et al., 2005; Fridrich et al., 2007a, 
Roth unveröffentlichte Daten, s. Kapitel 4.1.3]. Die anthocyanreichen Extrakte und 
Delphinidin stellten sich als potente Breitbandhemmstoffe der untersuchten RTK dar, mit 
einer Präferenz für die Hemmung des VEGFR2 und EGFR. Zur Hemmung der PTK-Aktivität 
des VEGFR3 durch Lebensmittelinhaltsstoffe oder Nahrungsergänzungsmittel sind noch 
keine Angaben in der Literatur verfügbar.  
Neben den oben diskutierten bekannten Hemmstoffen des isolierten EGFR sind in den 
Extrakten sowohl weitere nicht identifizierte Inhaltsstoffe, als auch Polyphenole weiterer 
Substanzklassen enthalten. Ein Beitrag dieser Verbindungen an der Hemmwirkung der 
Extrakte ist ebenso möglich. So konnte für Flavan-3-ole, die in beiden Extrakten enthalten 
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sind (s. Kapitel 2.7.1), bereits eine Hemmwirkung auf den EGFR, ErbB2-, ErbB3-Rezeptor, 
den IGF1R sowie den VEGFR1 und -2 in unterschiedlichen zellulären System nachgewiesen 
werden [Masuda et al., 2003; Neuhaus et al., 2004; Shimizu et al., 2005a und b; Shimizu et 
al., 2008]. Da jedoch der prozentuale Anteil aller weiteren Bestandteile in Relation zum 
Anthocyananteil gering ist, stellt sich ein Beitrag dieser Inhaltsstoffe zwar als möglich dar, ist 
jedoch höchstwahrscheinlich nicht allein ausreichend für die potenten Hemmwirkungen der 
Extrakte.  
Zusammenfassend konnten die anthocyanreichen Extrakte Mirtocyan und Oenocyanin sowie 
auch Delphinidin als potente Hemmstoffe eines Spektrums von RTK identifiziert werden und 
können daher als Breitbandhemmstoffe wirken. Darüber hinaus zeigte sich eine stärkere 
Hemmwirkung auf den VEGFR2 und den EGFR. Eine Strukturvoraussetzung zur potenten 
Hemmung der PTK-Aktivität der RTK scheinen vicinale OH-Gruppen zu sein. Das 
Abbauprodukt von Delphinidin, Gallussäure, trug wahrscheinlich nicht zu dessen potenter 
Hemmung der PTK-Aktivität der Rezeptoren bei, die deshalb auf das Anthocyanidin selbst 
zurückführbar scheinen. 
4.2.5. Einfluss von anthocyanreichen Extrakten auf ErbB- und VEGF-
Rezeptoren im zellulären System  
Die beiden anthocyanreichen Extrakte Mirtocyan und Oenocyanin erwiesen sich im zellfreien 
System als potente Hemmstoffe der PTK-Aktivität eines Spektrums an RTK. Zur Aufklärung 
ihrer Wirkmechanismen im zellulären System wurde die Modulation der 
Autophosphorylierung der Rezeptoren, als Maß für deren Aktivität, mittels Western Blot 
Methode erfasst. Um möglichen artifiziellen Effekten einer H2O2-Akkumulation 
vorzubeugen, wurden jedem Ansatz 100 U/ml Katalase zugegeben.  
 
Modulation der ErbB-Rezeptoren durch die anthocyanreichen Extrakte  
Abbildung 49 gibt die Ergebnisse der Modulation des Autophosphorylierungsstatus des 
EGFR nach 45 min Inkubation (A431-Zellen) mit Mirtocyan und Oenocyanin wieder. In 
beiden Versuchen wurden als Hemmkontrolle die Tyrphostine AG1478 und AG879 in einer 
äquimolaren Mischung (5 µM) zugegeben, die potent die Autophosphorylierung des EGFR 
reduzierten. Beide Extrakte konnten die Autophosphorylierung des EGFR 
konzentrationsabhängig inhibieren. Ab 100 µg/ml erfolgte eine signifikante Abnahme des 
phosphorylierten EGFR durch Inkubation mit Mirtocyan (s. Abbildung 49 A). Bei dieser 
Konzentration führte Oenocyanin bereits zu einer hochsignifikanten Verminderung der 
Phosphorylierung des EGFR (s. Abbildung 49 B). Die halbmaximale Hemmung durch die 
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Extrakte erfolgte in vergleichbaren Konzentrationen (Mirtocyan IC50 = 146 ± 9 µg/ml; 
Oenocyanin IC50 = 121 ±  26 µg/ml). Es wurde durch die Inkubation mit den Extrakten keine 
Modulation des endogenen Status des EGF-Rezeptors ersichtlich.  
 
Abbildung 49: Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR durch 45 min serumfreie 
Inkubation von A431-Zellen mit dem Zusatz von Katalase (100 U/ml) mit Mirtocyan (A) und 
Oenocyanin (B). Die Stimulierung mit dem spezifischen Liganden EGF (100 ng/ml) erfolgte in den 
terminalen 15 min. K: Kontrolle (1 % DMSO); T: Tyrphostin AG1478 + 879 (5 µM); MW ± SD von 
mindestens 3 unabhängigen Experimenten. Student´s t-test, *: p < 0,05; ***: p < 0,005; bezogen auf 
1 μg/ml Extrakt. 
Nachfolgend wurde die Wirkung der Extrakte auf den ErbB2-Rezeptor in A431-Zellen mittels 
Western Blot Assay untersucht. Der Versuchsaufbau erfolgte analog den oben beschriebenen 
Bedingungen. In Abbildung 50 ist die Hemmung der Autophosphorylierung des ErbB2-
Rezeptors durch Mirtocyan und Oenocyanin dargestellt. Die spezifischen Hemmstoffe 
Tyrphostin AG1478 und AG879 konnten potent die Autophosphorylierung des Rezeptors 
unterdrücken. Der endogene Rezeptorstatus wurde durch die anthocyanreichen Extrakte nicht 
moduliert. Die Autophosphorylierung wurde durch die Extrakte konzentrationsabhängig 
reduziert. Mirtocyan zeigte bei 200 µg/ml eine signifikante Abnahme der 
Autophosphorylierung des ErbB2-Rezeptors mit einem IC50-Wert von 184 ± 31 µg/ml (s. 
Abbildung 50 A). Hingegen wurde die Aktivität des ErbB2-Rezeptors durch Oenocyanin 
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bereits bei 100 µg/ml signifikant vermindert und ergab eine hochsignifikante Hemmung bei 
200 µg/ml. Der errechnete IC50-Wert belief sich dabei auf 154 ± 27 µg/ml Oenocyanin (s. 
Abbildung 50 B). 
Abbildung 50: Modulation des Phosphorylierungsstatus des ErbB2-Rezeptors durch 45 min 
serumfreie Inkubation von A431-Zellen mit dem Zusatz von Katalase (100 U/ml) mit Mirtocyan (A) 
und Oenocyanin (B). Die Stimulierung mit dem spezifischen Liganden EGF (100 ng/ml) erfolgte in 
den terminalen 15 min. K: Kontrolle (1 % DMSO); T: Tyrphostin AG1478 + 879 (5 µM); MW ± SD 
von mindestens 3 unabhängigen Experimenten. Student´s t-test, *: p < 0,05; ***: p < 0,005; bezogen 
auf 1 μg/ml Extrakt. 
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Im Folgenden wurde die Modulation der Autophosphorylierung des ErbB3-Rezeptors durch 
die beiden anthocyanreichen Extrakte betrachtet. Die Inkubation erfolgte für 45 min in A431-
Zellen mit den Extrakten, wobei in den terminalen 15 min mit dem ErbB3-spezifischen 
Liganden Heregulin (20 ng/ml) stimuliert wurde. Die Inkubation erfolgte in Anwesenheit von 
100 U/ml Katalase.  
Dabei wurde deutlich, dass beide Extrakte konzentrationsabhängig die Autophosphorylierung 
des ErbB3-Rezeptors hemmen konnten. Mirtocyan zeigte ab 50 µg/ml eine hochsignifikante 
Verringerung des aktivierten Rezeptors (s. Abbildung 51 A), Oenocyanin ab einer 
Konzentration von 100 µg/ml (s. Abbildung 51 B). Beide Extrakte wiesen IC50-Werte im 
selben Konzentrationsbereich (~ 100 µg/ml) auf. Durch die Inkubation mit den 
anthocyanreichen Extrakten wurde der endogene Rezeptorstatus nicht signifikant beeinflusst.  
 
 
Abbildung 51: Modulation des Phosphorylierungsstatus des ErbB3-Rezeptors durch 45 min 
serumfreie Inkubation von A431-Zellen mit dem Zusatz von Katalase (100 U/ml) mit Mirtocyan (A) 
und Oenocyanin (B). Die Stimulierung mit dem spezifischen Liganden Heregulin (20 ng/ml) erfolgte 
in den terminalen 15 min. K: Kontrolle (1 % DMSO); T: Tyrphostin AG1478 + 879 (5 µM);  
MW ± SD von mindestens 3 unabhängigen Experimenten. Student´s t-test, ***: p < 0,005; bezogen 
auf 10 bzw. 1 μg/ml Extrakt. 
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Modulation des VEGFR2 und VEGFR3 durch die anthocyanreichen Extrakte  
Die transfizierten PAE-Zellen exprimieren auf ihrer Oberfläche den humanen VEGFR2 bzw. 
den murinen VEGFR3 [Kirkin et al., 2001]. Um mögliche relevante Effekte in Bezug auf die 
Angiogenese und Lymphangiogenese zu betrachten, wurden mittels Immunopräzipitation die 
Effekte der anthocyanreichen Extrakte auf die Aktivität und Expression des VEGFR2 und -3 
untersucht. Die Inkubation der PAE-Zellen erfolgte in Anwesenheit von Katalase (100 U/ml).  
Die Inkubation mit Mirtocyan erbrachte eine Hemmung des phosphorylierten VEGFR2 
bereits bei der kleinsten eingesetzten Konzentration von 0,5 µg/ml, mit einer ~ 50 % 
Hemmung bei 50 µg/ml (s. Abbildung 52 A). Der endogene Rezeptorstatus des VEGFR2 
blieb dabei unbeeinflusst.  
Eine erste Verringerung des Phosphorylierungsstatus des VEGFR3 erfolgte ebenso bei 
5 µg/ml Mirtocyan (s. Abbildung 52 B). Das anthocyanreiche Mirtocyan zeigte bei 50 µg/ml 
eine vollständige Hemmung der Phosphorylierung des VEGFR3-Rezeptors in PAE-Zellen. Es 
wurde jedoch keine Veränderung der Expression des VEGFR3 durch die Inkubation mit dem 
Extrakt ersichtlich. 
 
 
 
Abbildung 52: Immunopräzipitation des VEGFR2 (A) und -3 (B) nach Inkubation für 60 min 
beziehungsweise 45 min mit Mirtocyan mit dem Zusatz von Katalase (100 U/ml). Die Stimulierung 
mit dem spezifischen Liganden: 30 ng/ml VEGF (VEGFR2) erfolgte für 8 min bzw. 400 ng/ml VEGF-
C-Cys (VEGFR3) für 5 min. (+) stimulierte Zellen; (-) unstimulierte Zellen.  
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Die Inkubation der PAE-Zellen mit Oenocyanin zeigt eine Inhibition des phosphorylierten 
VEGFR2 um 50 % bei ~ 50 µg/ml, wobei auch hier die Expression des Rezeptors 
unbeeinflusst blieb (s. Abbildung 53 A).  
Bei 50 µg/ml wurde die Phosphorylierung des VEGFR3 in PAE-Zellen vollständig 
unterdrückt. Dabei erfolgte keine Modulation der Rezeptormenge an VEGFR3 statt (s. 
Abbildung 53 B).  
 
 
 
Abbildung 53: Immunopräzipitation des VEGFR2 (A) und -3 (B) nach Inkubation für 60 min 
beziehungsweise 45 min mit Oenocyanin mit dem Zusatz von Katalase (100 U/ml). Die Stimulierung 
mit dem spezifischen Liganden: 30 ng/ml VEGF (VEGFR2; A) erfolgte für 8 min bzw. 400 ng/ml 
VEGF-C-Cys (VEGFR3; B) für 5 min. (+) stimulierte Zellen; (-) unstimulierte Zellen. 
Anthocyanreiche Extrakte haben sowohl in in vitro- als auch in in vivo-Studien zahlreiche 
chemopräventive Eigenschaften wie antiproliferative Effekte und die Induktion der Apoptose 
gezeigt [Katsube et al., 2003; Cooke et al., 2006a; Stoner et al., 2007; Cai et al., eingereicht]. 
Auf molekularer Ebene scheint dabei die Inhibition proliferationsassoziierter Signalkaskaden 
durch Reduzierung der Aktivität der Rezeptoren ein vielversprechender chemopräventiver 
Ansatz zu sein. Dies konnte bereits für verschiedene Polyphenole gezeigt werden [Kern et al., 
2005; Fridrich et al., 2007a; Fridrich et al., 2008].  
Die vorliegenden zellulären Untersuchungen wurden mit dem Zusatz von Katalase (100 U/ml) 
zum Zellkulturmedium durchgeführt, um eindeutige substanzvermittelte Effekte zu erhalten. 
Die Untersuchungen identifizieren die anthocyanreichen Extrakte als potente Inhibitoren der 
ErbB- und VEGFR-Familie im intakten zellulären System. Dabei kam es zu einer 
signifikanten Verringerung der Autophosphorylierung der Rezeptoren in Konzentrationen 
zwischen 50 – 185 µg/ml durch beide Extrakte (s. Tabelle 14).  
Die Wirkung der Extrakte ist daher nicht auf die isolierte Rezeptorpräparation beschränkt, 
wurde jedoch in bis zu 2 Zehnerpotenzen höheren Konzentrationen im Vergleich zum 
isolierten System ersichtlich. Dies wirft erneut die Frage nach einer verminderten zellulären 
Verfügbarkeit der Anthocyanglykoside auf. Eine weitere mögliche Erklärung könnte eine 
DMSO
+             -
+            +
Oenocyanin [µg/ml]
0,5  5       50
IP: VEGFR2
anti-PY
anti-VEGFR2 anti-VEGFR3
VEGF
Katalase
IP: VEGFR3
anti-PY
DMSO
+             -
+            +
Oenocyanin [µg/ml]
0,5  5       50VEGF
Katalase
(A)                                                                      (B) 
Ergebnisse und Diskussion            Anthocyanreiche Extrakte 
- 101 - 
unterschiedliche Wechselwirkung der Testsubstanz am isolierten Rezeptor im Vergleich zum 
Rezeptor im intakten zellulären System sein. 
Tabelle 14: Zusammenfassung der inhibitorischen Effekte von Mirtocyan und Oenocyanin auf die 
PTK-Aktivität isolierter rekombinanter Rezeptoren und auf die ligandeninduzierte Auto-
phosphorylierung der ErbB- und VEGFR-Familie. Angegeben als IC50-Werte in µg/ml. (−): nicht 
getestet. Rot unterlegt: herausragende Wirkqualität [Teller et al., 2009a]. 
Substanz EGFR ErbB2 ErbB3 VEGFR2 VEGFR3 IGF1R 
Mirtocyan 
zellfrei 
zellulär 
 
3,4 ± 0,8 
146 ± 9 
 
12,1 ± 3,6 
184 ± 31 
 
− 
~ 100 
 
3,2 ± 0,4 
~ 50 
 
12,7 ± 0,9 
 
12,9 ± 3,6 
− << 50 
Oenocyanin  
zellfrei 
zellulär 
 
0,8 ± 0,2 
121 ± 26 
 
3,7 ± 2,3 
154 ± 27 
 
− 
~ 100 
 
0,7 ± 0,5 
~ 50 
 
4,6 ± 2,0 
 
3,6 ± 2,6 
− << 50 
In den hier vorgestellten Untersuchungen zeigten die anthocyanreichen Extrakte Mirtocyan 
und Oenocyanin inhibitorische Effekte auf RTK der ErbB- und der VEGFR-Familie im 
intakten Zellsystem (s. Tabelle 14) [Teller et al., 2009a]. Das Hemmprofil hinsichtlich der 
Aktivität der Rezeptoren im zellulären System war für beide Extrakte identisch:   
  VEGFR3 >> VEGFR2 > ErbB3-Rezeptor > EGFR > ErbB2-Rezeptor 
Eine Veränderung des endogenen Status wurde bei keinem Rezeptor im zellulären System 
beobachtet. Es kann demnach davon ausgegangen werden, dass die anthocyanreichen 
Extrakte die Menge des exprimierten Rezeptors nicht modulieren.  
Im ersten Abschnitt der Untersuchungen wirkten die Extrakte als Gruppenhemmstoffe der 
Aktivität der ErbB-Rezeptoren. Die Präferenz in der Hemmung der Aktivität des EGFR vor 
dem ErbB2-Rezeptor zeigte sich als konsistent über das isolierte und das zelluläre Testsystem 
hinaus. Auch die zuvor diskutierten Apfelextrakte AE02 und BA zeigten eine marginale 
Präferenz in der Hemmung des EGFR in A431-Zellen (s. Kapitel 4.1.4). Untersuchungen von 
Fridrich et al. (2008) mit dem Flavonol Quercetin zeigten ebenso eine Hemmpräferenz 
gegenüber dem EGFR und unterstreichen daher die vorliegenden Ergebnisse.  
Mit erhöhter Potenz wurde die Aktivität des ErbB3-Rezeptors durch die anthocyanreichen 
Extrakte gehemmt. Da zuvor ebenso die am ErbB3-Rezeptor getesteten Apfelextrakte 
dasselbe Ergebnis aufzeigten (s. Kapitel 4.1.4), könnte der ErbB3-Rezeptors eine erhöhte 
Sensitivität gegenüber polyphenolischen Substanzen besitzen. Dies ist gerade deshalb von 
besonderem Interesse, da der ErbB3-Rezeptor elementar an der Apoptoseregulation über die 
PI3K-Signalkaskade beteiligt ist. Ein möglicher mechanistischer Erklärungsansatz für die 
mehrfach gezeigte Apoptoseinduktion durch Anthocyane [Chen et al., 2005; Seeram et al., 
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2006; Stoner et al., 2007] könnte daher die hier gezeigte Hemmpräferenz der Aktivität des 
ErbB3-Rezeptors darstellen.  
Die Inhibition der VEGF-Rezeptoren als ersten Schritt der Angiogenese- und 
Lymphangiogenese-regulierenden Signalkaskaden stellt eine weitere vielversprechende 
chemopräventive Strategie dar. Durch die Unterbrechung dieser Signalkaskaden ist ein Tumor 
nicht mehr in der Lage, sich über neue Blutgefäße mit Nährstoffen und Sauerstoff zu 
versorgen und die Metastasierung über das Lymphsystem voranzutreiben [Olsson et al., 
2006]. Die im Rahmen dieser Dissertation durchgeführten Untersuchungen zeigten durch 
Mirtocyan und Oenocyanin eine potente Hemmung der PTK-Aktivität des VEGFR2 und 
VEGFR3 im isolierten zellfreien System. Dabei wurde eine Präferenz in der Hemmung des 
VEGFR2 deutlich. Im intakten zellulären System der PAE-Zellen wiesen die 
anthocyanreichen Extrakte ebenso ein gemeinsames Wirkprofil auf. So wurde die Aktivität 
des VEGFR3 durch Mirtocyan und Oenocyanin am potentesten gehemmt. Die vollständige 
Unterdrückung der VEGFR3-Aktivität wurde durch Inkubation mit 50 µg/ml der Extrakte 
ersichtlich. In dieser Konzentration (50 µg/ml) erfolgte eine Hemmung der Aktivität des 
VEGFR2 auf ~ 50 %. Die im ELISA gezeigte Präferenz der Hemmung des VEGFR2 wurde 
im zellulären System folglich nicht widergespiegelt. In Übereinstimmung mit den vorherigen 
Ergebnissen stellte sich die potente Hemmung der Aktivität der Rezeptoren im Zellsystem 
auch hier in höheren Konzentrationen dar (s. Kapitel 4.1.3). Über die untersuchten 
Testsysteme (isoliertes und zelluläres) zeigte des Weiteren Oenocyanin die potentere 
Hemmwirkung im Vergleich zu Mirtocyan.  
Die Modulation beziehungsweise die Unterdrückung der Aktivität des VEGF-Rezeptor-
Systems und damit der Angiogenese und Lymphangiogenese wird in der Tumortherapie 
vielfach eingesetzt. Insbesondere bei Krebserkrankungen des Kolons werden monoklonale 
Antikörper wie Bevacizumab zur Unterdrückung der Angiogenese verwendet [Hurwitz et al., 
2004]. Verschiedene Polyphenole konnten bereits anti-angiogenetische Effekte zeigen, der 
Wirkmechanismus ist bisher aber noch nicht vollständig geklärt [Liu et al., 2005 und 2006; 
Mojzis et al., 2008]. Der in der Literatur meistbeschriebene Mechanismus stellt dabei die 
Hemmung der Expression der Liganden und der Liganden-aktivierenden Metalloproteinasen 
dar [Mojzis et al., 2008]. So zeigten Oak et al. (2005) die Inhibition der Angiogenese durch 
Polyphenole aus Wein. Liu et al. (2006) identifizierten das Abbauprodukt der Anthocyanidine 
Gallussäure als anti-angiogenetische Substanz im HPVAM (Human placental vein 
angiogenesis modell). Lamy et al. (2002 und 2006) konnten sowohl durch Grünteecatechine 
als auch durch das Anthocyanidin Delphinidin eine Hemmung der Aktivität des VEGFR2 
aufzeigen. Da die Untersuchungen jedoch ohne den Zusatz von Katalase durchgeführt 
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wurden, ist ein Einfluss von möglicherweise generiertem H2O2 denkbar. Die in dieser Arbeit 
aufgezeigte Hemmung der Schlüsselelemente VEGFR2 und -3 der Angiogenese und 
Lymphangiogenese verdeutlichen das chemopräventive Potential der beiden Extrakte 
Mirtocyan und Oenocyanin. Dabei können durch die Unterdrückung von H2O2 die gezeigten 
Effekte eindeutig auf substanzvermittelte Wirkungen zurückgeführt werden. 
In der vorliegenden Arbeit konnte durch die Testsubstanzen eine Breitbandhemmung auf die 
untersuchten RTK beobachtet werden. Die selektive Hemmung einer RTK in der 
Tumortherapie bedingt scheinbar häufig die Ausbildung einer Resistenz. Dabei wird der 
Verlust der Signalgebung über diesen Rezeptor über eine verwandte RTK kompensiert 
[Engelman et al., 2007; Amin, 2008]. So zeigte die Therapie mit dem EGFR spezifischem 
Tyrosinkinaseinhibitor Gefitinib einen Wechsel zur Signaltransduktion über den VEGFR2. 
Kombinationstherapien, die beispielsweise gegen den EGFR und VEGFR gerichtet sind 
zeigten sich als vielversprechender [Kuwai et al., 2008]. Dabei konnten synergistische Effekte 
der einzelnen Inhibitoren beobachtet werden [Morelli et al., 2006]. Die gleichzeitige 
Behandlung mit spezifischen Antikörpern gegen den VEGFR2 und VEGFR3 zeigte ebenso 
eine potentere Verringerung der Metastasierung als der alleinige Einsatz eines Antikörpers 
[Roberts et al., 2006]. Die hier aufgezeigte Gruppenhemmung der Rezeptoren der ErbB- und 
VEGFR-Familie stellt daher eine mögliche chemopräventive Strategie dar, um 
Resistenzmechanismen zu entgehen und potentere Effekte auf das Tumorwachstum und die 
Metastasierung zu erzielen. 
Zusammenfassend stellen sich die anthocyanreichen Extrakte Oenocyanin und Mirtocyan als 
Gruppenhemmstoffe der ErbB-Rezeptoren und VEGF-Rezeptoren, mit gemeinsamem 
Wirkprofil im zellulären Kontext, dar. Der Weinbeerenextrakt Oenocyanin zeigte sich als 
marginal potenter als Mirtocyan. Im Vergleich zur isolierten Rezeptorpräparation sind die 
Wirkkonzentrationen um bis zu 2 Zehnerpotenzen erhöht. Das Wirkprofil der Extrakte auf 
den Phosphorylierungsstatus der Rezeptoren kann wie folgt zusammengefasst werden:   
 VEGFR3 >> VEGFR2 > ErbB3-Rezeptor > EGFR > ErbB2-Rezeptor 
Insbesondere muss die selektive, vollständige Hemmung der Aktivität des 
Lymphangiogenese-regulierenden VEGFR3 durch beide Extrakte herausgestellt werden.
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4.2.6. Modulation der Aktivität und Expression ausgewählter ErbB- und 
VEGF-Rezeptoren im zellulären System durch Delphinidin und 
Gallussäure 
Im Folgenden wurde das als Glykosid in den Extrakten enthaltenen Aglykon Delphinidin 
bezüglich seiner Wirkung auf die Signaltransduktion der RTK untersucht. Das Anthocyanidin 
Delphinidin zeigte sich bereits als potenter Hemmstoff der PTK-Aktivität im isolierten 
Zellsystem (s. Kapitel 4.2.4; Meiers et al., 2001). Daraufhin sollte überprüft werden, ob diese 
Hemmwirkung ebenfalls im zellulären System zum Tragen kommt. Ebenso wurde die Rolle 
von im Zellkulturmedium generiertem H2O2 untersucht. Des Weiteren wurde betrachtet, ob 
eine Zellspezifität in der Hemmung der ErbB-Rezeptoren durch Delphinidin vorliegt. Dazu 
wurden die humanen Kolonkarzinomzellen HT29 und die humane Vulvakarzinomzelllinie 
A431 herangezogen. Auf Grund der geringen Stabilität von Delphinidin und der möglichen 
mikrobiellen Degradation der Anthocyanidine im Kolon [Keppler und Humpf, 2005] 
erfolgten parallel Untersuchungen zur Hemmwirkung des postulierten Abbauproduktes 
Gallussäure in den humanen Kolonkarzinomzellen HT29 auf ausgewählte RTK. 
 
Modulation der ErbB-Rezeptoren 
Die Untersuchungen zur Modulation der ErbB-Rezeptoren durch Delphinidin wurden auf 
Proteinebene mittels Western Blot Analyse durchgeführt.  
 
Abbildung 54 gibt die Modulation des EGFR durch Delphinidin mit dem Zusatz von Katalase 
(100 U/ml) in A431-Zellen wieder. Die äquimolare Mischung der spezifischen EGFR- und 
ErbB2-Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitoren hemmte potent die Aktivität des EGFR. 
Delphinidin modulierte den endogenen Rezeptorstatus nicht signifikant, wenngleich sich 
Schwankungen der Gesamtproteinmenge des EGFR zeigten. Eine signifikante Verringerung 
der Aktivität des EGFR, in Form einer verminderten Phosphorylierung, erfolgte bei 10 µM. 
Es ergab sich eine konzentrationsabhängige Inhibition, die bei der höchsten eingesetzten 
Konzentration von 100 µM eine Restaktivität des EGFR von ~ 22 % in Relation zur 
Lösungsmittelkontrolle zeigte (IC50 = 33 ± 14 µM) [Teller et al., 2009b]. 
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Abbildung 54: Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR durch 45 min serumfreie 
Inkubation von A431-Zellen mit dem Zusatz von Katalase (100 U/ml) mit Delphinidin. Die 
Stimulierung mit dem spezifischen Liganden EGF (100 ng/ml) erfolgte in den terminalen 15 min. K: 
Kontrolle (1 % DMSO); T: Tyrphostin AG1478 + 879 (5 µM); MW ± SD von mindestens 3 
unabhängigen Experimenten. Student´s t-test, *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,005; bezogen auf 
1 µM Delphinidin. 
Die Ergebnisse der weiteren untersuchten Zelllinie HT29 sind in Abbildung 55 gezeigt. Die 
Inkubation der HT29-Zellen mit Delphinidin fand jeweils in Abwesenheit bzw. unter Zugabe 
von Katalase (100 U/ml) statt. Dabei konnte in beiden Versuchsreihen keine Modulation des 
endogenen EGFR-Status beobachtet werden.  
In der ersten Versuchsanordnung, ohne Zugabe von Katalase, zeigte sich eine relativ starke 
Schwankung der EGFR-Proteinmenge, die noch im Rahmen einer Western Blot Analyse liegt. 
Bereits bei 10 µM Delphinidin wurde eine signifikante Hemmung des phosphorylierten 
EGFR sichtbar. Der IC50-Wert der Inhibition konnte auf ~ 50 µM Delphinidin festgelegt 
werden (s. Abbildung 55 A) [Fridrich et al., 2008].  
Dahingegen erfolgte bei Inkubation mit Katalase bis einschließlich 10 µM keine Verringerung 
der Aktivität des EGFR (s. Abbildung 54 B). Eine signifikante Hemmung konnte bei 50 µM 
Delphinidin festgestellt werden; diese nahm mit einem IC50-Wert von ~ 100 µM 
konzentrationsabhängig zu.  
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Abbildung 55: Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR durch 45 min serumfreie 
Inkubation von HT29-Zellen ohne Katalase (A) und mit dem Zusatz von Katalase (B; 100 U/ml) mit 
Delphinidin. Die Stimulierung mit dem spezifischen Liganden EGF (100 ng/ml) erfolgte in den 
terminalen 15 min. K: Kontrolle (1 % DMSO); MW ± SD von mindestens 3 unabhängigen 
Experimenten. Student´s t-test, *:  p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,005; bezogen auf 0,1 µM 
Delphinidin. 
Delphinidin ist, wie bereits beschrieben, unter Zellkulturbedingungen im DMEM nach 30 min 
mittels HPLC/DAD nicht mehr nachweisbar [Kern et al., 2007a]. Das entsprechende 
Abbauprodukt, die Phenolsäure Gallussäure, kann im Medium nach 1 h in einer 
Konzentration, entsprechend 20 % der eingesetzten Delphinidinkonzentration, nachgewiesen 
werden [Kern et al., 2007a]. Um einen möglichen Beitrag des Abbauproduktes an der 
Hemmung der Aktivität des EGFR zu untersuchen, wurden HT29-Zellen für 45 min mit 
Gallussäure inkubiert. Gallussäure erwies sich in vorherigen Untersuchungen als starker 
Produzent von H2O2 im DMEM, wobei durch den Einsatz von Katalase die Akkumulation auf 
den Wert der Lösungsmittelkontrolle gesenkt werden konnte [Kern et al., 2007a]. Die 
folgenden Western Blot Experimente mit Gallussäure wurden daher mit dem Zusatz von 
Katalase (100 U/ml) durchgeführt.  
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Die Inkubation mit Gallussäure zeigte keinen signifikanten Effekt auf den endogenen 
Rezeptorstatus des EGFR in HT29-Zellen (s. Abbildung 56). Auch der phosphorylierte EGFR 
wurde zwischen 1 – 300 µM Gallussäure bei keiner Konzentration signifikant moduliert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 56: Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR durch 45 min serumfreie 
Inkubation von HT29-Zellen mit dem Zusatz von Katalase (100 U/ml) mit Gallussäure. Die 
Stimulierung mit dem spezifischen Liganden EGF (100 ng/ml) erfolgte in den terminalen 15 min. K: 
Kontrolle (1 % DMSO); MW ± SD von mindestens 3 unabhängigen Experimenten. Struktur von 
Gallussäure. 
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Die Untersuchungen von Delphinidin in A431-Zellen wurden auf den Dimerisierungspartner 
des EGFR, den ErbB2-Rezeptor, ausgedehnt (s. Abbildung 57).  
Die Inkubation mit Delphinidin und Katalase zeigte eine konzentrationsabhängige Hemmung 
des aktivierten Rezeptors, in Form einer Verminderung des pErbB2-Rezeptors 
(IC50 ~ 50 µM). Der endogene Status des Rezeptors wurde durch Delphinidin nicht signifikant 
moduliert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 57: Modulation des Phosphorylierungsstatus des ErbB2-Rezeptors durch 45 min 
serumfreie Inkubation von A431-Zellen mit dem Zusatz von Katalase (100 U/ml) mit Delphinidin. Die 
Stimulierung mit dem spezifischen Liganden EGF (100 ng/ml) erfolgte in den terminalen 15 min. K: 
Kontrolle (1 % DMSO); T: Tyrphostin AG1478 + 879 (5 µM); MW ± SD von mindestens 3 
unabhängigen Experimenten. Student´s t-test, ***: p < 0,005; bezogen auf 1 µM Delphinidin. 
In Anlehnung an die Untersuchungen in A431-Zellen wurde die Modulation des ErbB2-
Rezeptors in HT29-Zellen mit dem Zusatz von Katalase durchgeführt. Es wurde keine 
signifikante Modulation durch 45 min Inkubation mit Delphinidin ersichtlich (s. Abbildung 
58 A). Ab einer Konzentration von 50 µM ergab sich die Tendenz eines Rückganges der 
aktiven Form des Rezeptors, die sich jedoch auf Grund der Schwankungen als nicht 
signifikant herausstellte. Der endogene ErbB2-Rezeptorstatus verblieb gleichermaßen auf 
dem Niveau der Lösungsmittelkontrolle.  
A431-Zellen 
pErbB2
K         T        1        10      50      100   
ErbB2
Delphinidin [µM]
α-Tubulin
T 1 10 50 100
0
20
40
60
80
100
120
***
***
T/
C
 [%
]
Delphinidin [µM]
 ErbB2
 pErbB2
Ergebnisse und Diskussion            Delphinidin 
- 109 - 
Die parallele Inkubation der HT29-Zellen mit dem Abbauprodukt Gallussäure (mit Katalase; 
100 U/ml) erbrachte ebenso keine signifikante Modulation des phosphorylierten und des 
endogenen Rezeptorstatus des ErbB2 (s. Abbildung 58 B).  
 
 
Abbildung 58: Modulation des Phosphorylierungsstatus des ErbB2-Rezeptors durch 45 min 
serumfreie Inkubation von HT29-Zellen mit dem Zusatz von Katalase (100 U/ml) mit Delphinidin (A) 
und Gallussäure (B). Die Stimulierung mit dem spezifischen Liganden EGF (100 ng/ml) erfolgte in 
den terminalen 15 min. K: Kontrolle (1 % DMSO); MW ± SD von mindestens 3 unabhängigen 
Experimenten. 
Im Gegensatz dazu zeigte sich eine hochpotente Hemmung des phosphorylierten ErbB3-
Rezeptors in A431-Zellen (Katalase 100 U/ml) nach 45 min Inkubation mit Delphinidin und 
der Stimulierung mit dem spezifischen Liganden Heregulin (20 ng/ml, s. Abbildung 59). 
Bereits ab 1 nM ergab sich eine signifikante Hemmung des phosphorylierten ErbB3-
Rezeptors auf 75,2 ± 4,3 % in Bezug zur Lösungsmittelkontrolle. Gleichfalls wurde der 
endogene Rezeptorstatus des ErbB3 signifikant auf 63 ± 7,4 % reduziert. Nach einem 
erneuten Anstieg des ErbB3-Rezeptorproteins und seiner phosphorylierten Form erfolgte die 
Hemmung des aktivierten Rezeptors auf ~ 50 % Restaktivität bei 100 nM Delphinidin. Die 
Inkubation mit 20 µM Delphinidin reduzierte den endogenen Rezeptorstatus auf < 50 % der 
Kontrolle [Teller et al., 2009b]. 
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Abbildung 59: Modulation des Phosphorylierungsstatus des ErbB3-Rezeptors durch 45 min 
serumfreie Inkubation von A431-Zellen mit dem Zusatz von Katalase (100 U/ml) mit Delphinidin. Die 
Stimulierung mit dem spezifischen Liganden Heregulin (20 ng/ml) erfolgte in den terminalen 15 min. 
K: Kontrolle (1 % DMSO); T: Tyrphostin AG1478 + 879 (5 µM); MW ± SD von mindestens 3 
unabhängigen Experimenten. Student´s t-test, *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,005; bezogen auf 
10-5 µM Delphinidin. 
Innerhalb des Arbeitskreises wurde zusätzlich die Modulation des ErbB3-Rezeptors in HT29-
Zellen durch Delphinidin untersucht [Diplomarbeit Verena Eschbach, 2008; s. Abbildung 60]. 
Die Hemmung durch Delphinidin zeigte sich als deutlich weniger potent in HT29-Zellen (mit 
Katalase 100 U/ml) als in A431-Zellen. Es ergab sich bei 0,01 µM und erneut in 
Konzentrationen ≥ 50 µM eine signifikante Hemmung des phosphorylierten ErbB3-Rezeptors 
(IC50 = 79 ± 36 µM). Über den gesamten Konzentrationsbereich wurde der endogene Status 
des Rezeptors nicht signifikant moduliert.  
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Abbildung 60: Modulation des Phosphorylierungsstatus des ErbB3-Rezeptors durch 45 min 
serumfreie Inkubation von HT29-Zellen mit dem Zusatz von Katalase (100 U/ml) mit Delphinidin. 
Die Stimulierung mit dem spezifischen Liganden Heregulin (20 ng/ml) erfolgte in den terminalen 15 
min. T: Tyrphostin AG1478 + 879 (5 µM); MW ± SD von mindestens 3 unabhängigen Experimenten. 
Student´s t-test, *: p < 0,05; ***: p < 0,005; bezogen auf 0,001 µM Delphinidin. [Diplomarbeit Verena 
Eschbach, 2008]. 
Die Modulation des ErbB3-Rezeptors in HT29-Zellen durch Gallussäure ist in Abbildung 61 
gezeigt. Dabei ergab sich ein leichter, konzentrationsabhängiger Rückgang des 
phosphorylierten und endogenen Rezeptors ab 10 µM bis 200 µM Gallussäure. Bei 200 µM 
Gallussäure konnte ein signifikanter Rückgang des phosphorylierten ErbB3-Rezeptors auf 
64,3 ± 11,5 %, mit gleichzeitiger nicht-signifikanter Verringerung des endogenen Rezeptors 
auf 80,9 ± 8,3 %, festgestellt werden. Bei einer Konzentration von 300 µM Gallussäure 
erfolgte ein Wiederanstieg des phosphorylierten und endogenen Rezeptors auf > 100 % in 
Bezug zur Lösungsmittelkontrolle.  
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Abbildung 61: Modulation des Phosphorylierungsstatus des ErbB3-Rezeptors durch 45 min 
serumfreie Inkubation von HT29-Zellen mit dem Zusatz von Katalase (100 U/ml) mit Gallussäure. Die 
Stimulierung mit dem spezifischen Liganden Heregulin (20 ng/ml) erfolgte in den terminalen 15 min. 
K: Kontrolle (1 % DMSO); MW ± SD von mindestens 3 unabhängigen Experimenten. Student´s t-test, 
*: p < 0,05 bezogen auf 1 µM Gallussäure. 
 
Modulation des VEGFR2 und VEGFR3  
Zur Untersuchung möglicher Modulationen der Aktivität und Expression der für die 
Angiogenese und Lymphangiogenese wichtigen Rezeptoren VEGFR2 und -3, wurde eine 
Immunopräzipitation durchgeführt. Die Inkubation der PAE-Zellen erfolgte in Anwesenheit 
von Katalase (100 U/ml), um artifizielle, nicht substanzbedingte Effekte auszuschließen.  
Delphinidin inhibiert den phosphorylierten VEGFR2 nach 60 min Inkubation ab einer 
Konzentration von 5 µM (Abbildung 62 A). Die Hemmung auf ~ 50 % der Restaktivität 
wurde bei 50 µM Delphinidin ersichtlich. Der endogene Rezeptorstatus blieb von der 
Inkubation unbeeinflusst.  
Es zeigte sich ein stärkerer Einfluss von Delphinidin auf die Aktivität des VEGFR3 nach 
45 min Inkubation (s. Abbildung 62 B). Dies wurde durch eine vollständige Hemmung der 
Aktivität des Rezeptors bei 50 µM deutlich. Der Proteinstatus des VEGFR3 wurde nicht 
durch Delphinidin moduliert. 
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Abbildung 62: Immunopräzipitation des VEGFR2 (A) und -3 (B) nach Inkubation von 60 min 
beziehungsweise 45 min mit Delphinidin mit dem Zusatz von Katalase (100 U/ml). Die Stimulierung 
mit dem spezifischen Liganden: 30 ng/ml VEGF (VEGFR2) für 8 min bzw. 400 ng/ml VEGF-C-Cys 
(VEGFR3) für 5 min. (+) stimulierte Zellen; (-) unstimulierte Zellen. 
Zusätzlich wurde das Abbauprodukt Gallussäure auf dessen Hemmwirkung auf den am 
stärksten gehemmten VEGF-Rezeptor, den VEGFR3, untersucht (s. Abbildung 63). 
Gallussäure erwies sich dabei in allen getesteten Konzentrationen als unwirksam in der 
Hemmung der Aktivität und Expression des VEGFR3.  
 
 
Abbildung 63: Immunopräzipitation des VEGFR3 nach Inkubation von 45 min mit Gallussäure mit 
dem Zusatz von Katalase (100 U/ml). Die Stimulierung mit dem spezifischen Liganden: 400 ng/ml 
VEGF-C-Cys (VEGFR3) erfolgte für 5 min. (+) stimulierte Zellen; (-) unstimulierte Zellen. 
Die hier vorgestellten Untersuchungen identifizieren Delphinidin als Inhibitor der Aktivität 
der ErbB- und VEGF-Rezeptoren im isolierten und zellulären System (s. Tabelle 15). Die 
Hemmung erfolgte im zellulären System, möglicherweise auf Grund limitierter zellulärer 
Verfügbarkeit, in um den Faktor 30 – 70 erhöhten Konzentrationen im Vergleich zur 
isolierten Rezeptorpräparation. Dies steht im Einklang mit bereits veröffentlichten Daten 
[Kern et al., 2005; Fridrich et al., 2007a]. Eine mögliche Begründung könnte eine 
eingeschränkte zelluläre Verfügbarkeit der Testsubstanz sein. Eine weitere Erklärung könnte 
ein unterschiedlicher Hemmmechanismus zwischen Delphinidin und den Rezeptoren im 
isolierten und zellulären System sein. Die hier gezeigte Hemmung der PTK-Aktivität des 
rekombinanten EGFR (IC50 = 1,0 ± 0,2 µM) durch Delphinidin erfolgte in einem 
vergleichbaren Konzentrationsbereich wie die des aus A431-Zellen isolierten Rezeptors 
(IC50 = 1,3 ± 0,2 µM) [Meiers et al., 2001]. Dies untermauert das hier gezeigte Ergebnis und 
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zeigt darüberhinaus, dass die Ergebnisse der aus A431-Zellen gewonnen EGF-
Rezeptorpräparation und die der rekombinanten RTK vergleichbar sind.  
Tabelle 15: IC50-Werte der Hemmung der Aktivität der ErbB- und VEGF-Rezeptoren im zellulären 
und isolierten Zellsystem (ELISA) durch Delphinidin und Gallussäure.  1Fridrich et al., 2008; 2Teller et 
al., 2009b; 3Diplomarbeit Verena Eschbach, 2008; (−): nicht getestet; (n. e.): bis 100 µM Delphinidin 
nicht erreicht bzw. bis 300 µM Gallussäure nicht erreicht. Rot unterlegt: herausragende Wirkqualität. 
Die Untersuchungen zur Modulation der Aktivität des EGFR in HT29- und A431-Zellen 
zeigten konsistent, dass durch die Inkubation in Anwesenheit von Katalase eine potentere 
Hemmwirkung von Delphinidin auf den phosphorylierten EGFR ausgeübt wurde. Hierbei 
muss die Akkumulation substantieller Mengen H2O2 in erhöhten Konzentrationen im 
Zellkulturmedium berücksichtigt werden. Im Mediumüberstand der HT29-Zellen wurden 
maximal 12 µM H2O2 generiert, wohingegen im A431-Medium ohne Katalase lediglich 
3,6 ± 0,2 µM H2O2 entstanden. Durch das gebildete H2O2 könnte eine Hemmung zellulärer 
Phosphatasen stattfinden. Die Hemmung dieser Phosphatasen würde die Dephosphorylierung 
des aktivierten Rezeptors nicht mehr erlauben, wodurch dieser im aktivierten Zustand 
verbliebe [De Yulia et al., 2005]. Auch in den vorliegenden Untersuchungen zeigte sich eine 
potentere Hemmung der Autophosphorylierung des EGFR durch Katalasezugabe, die mit dem 
beschrieben Mechanismus erklärbar sein könnte. Eine solche potentere Hemmung des EGFR 
mit Katalasezugabe konnte ebenso für Apfelpolyphenole belegt werden und steht im Einklang 
mit den hier vorgestellten Ergebnissen [Fridrich et al., 2007a].  
Der Vergleich der IC50-Werte der Hemmung des EGFR durch Delphinidin zwischen den 
untersuchten Zelllinien HT29 und A431 zeigt des Weiteren, dass trotz unterschiedlicher 
EGFR-Expression keine starken zellspezifischen Unterschiede auftraten (s. Tabelle 15). Im 
isolierten ELISA-Testsystem zeigte sich zwischen dem EGFR und dem ErbB2-Rezeptor eine 
potentere Hemmwirkung von Delphinidin auf den EGFR. Die Inkubationen mit Katalase in 
beiden Zelllinien spiegeln dieses Ergebnis konsistent im zellulären System wider.  
Rezeptor Zelllinie Delphinidin  
mit Katalase   ohne Katalase
Gallussäure 
mit Katalase 
ELISA 
Delphinidin  Gallussäure 
EGFR HT29 ~ 50 154 ± 11 n. e.  
21,0 ± 0,2 
 
EGFR A431 233 ± 14 171 ± 32 − n. e. 
ErbB2 HT29 n. e. - n. e.   
ErbB2 A431 2~ 50  160 ± 21 - 23,9 ± 1,9 ~ 300  
ErbB3 HT29 379 ± 36  n. e. n. e.   
ErbB3 A431 20,1       − − − − 
VEGFR2 PAE 2~ 50  −  22,8 ± 1,3 n. e. 
VEGFR3 PAE 2<< 50 − n. e. 210,5 ± 4,8 n. e. 
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Die Versuchsansätze in A431-Zellen mit und ohne Katalase am ErbB2-Rezeptor bedingten 
ein vergleichbares Hemmprofil wie zuvor am EGFR, das heißt vergleichbare 
Konzentrationsbereiche der potenten Hemmung auf 50 % Restaktivität und eine marginal 
potentere Hemmung bei Zugabe von Katalase. Eine mögliche Begründung könnten auch hier 
die zuvor diskutierten Mechanismen darstellen. Die Untersuchungen des ErbB2-Rezeptors 
mit Katalase zeigten jedoch starke Unterschiede zwischen HT29- und A431-Zellen auf. 
Während in A431-Zellen eine potente Hemmung der Aktivität des ErbB2-Rezeptors 
(IC50 ~ 50 µM) festgestellt wurde, wurde in HT29-Zellen nur eine leichte Hemmung mit 
einem Maximum von 71,5 ±11,7 % bei 100 µM Delphinidin erreicht.  
Diese zellspezifische Tendenz wurde bei der Hemmung der Aktivität des ErbB3-Rezeptors 
noch deutlicher. Die hochpotente Hemmung des ErbB3-Rezeptors in A431-Zellen erfolgte 
mit einem IC50-Wert von 100 nM Delphinidin, wohingegen in HT29-Zellen dieser bei 
79 ± 36 µM erreicht wurde, also in einer um den Faktor 790 erhöhten Konzentration. 
Demnach wurden sowohl der ErbB2- als auch der ErbB3-Rezeptor in A431-Zellen stärker in 
der Aktivität gehemmt als in HT29-Zellen, was in zellspezifischen Unterschieden begründet 
sein könnte.  
In Krebszelllinien und in Tumoren ist die unterschiedliche Expression der ErbB-Rezeptoren 
bekannt [Normanno et al., 2006; Wu et al., 2009]. HT29-Zellen exprimieren hohe Mengen 
des ErbB3-Rezeptors, A431-Zellen weisen hohe Gehalte des EGFR auf. Die Ausbildung von 
Homo- und Heterodimeren zwischen den einzelnen Rezeptoren ist von deren Expression 
abhängig [Normanno et al., 2006]. Daher könnten unterschiedliche Dimere in den beiden 
Zelllinien gebildet werden. Da der Mechanismus der Hemmung der Polyphenole noch 
unbekannt ist, könnte je nach gebildetem Dimer eine unterschiedliche Hemmpotenz auf die 
Autophosphorylierung des einzelnen Rezeptors resultieren. Um dies weiter aufzuklären, 
sollten Untersuchungen in Zelllinien durchgeführt werden, in denen die ErbB-Rezeptoren 
einzeln exprimiert werden. 
In den hier vorgestellten Ergebnissen erfolgte durch Delphinidin zusätzlich zur Hemmung der 
Aktivität des ErbB3-Rezeptors, eine Verminderung der endogenen Rezeptormenge in A431-
Zellen. Eine zytotoxische Wirkung von Delphinidin bzw. Verringerung der Zellviabilität nach 
Kurzzeitinkubation kann als Grund für die Verminderung des endogenen Rezeptorlevels 
ausgeschlossen werden, da bis 20 µM Delphinidin kein signifikanter Einfluss auf die 
Zellviabilität unter Heregulinstimulierung festgestellt wurde (s. Kapitel 4.2.3). Die 
Verminderung des Rezeptors durch Inkubation mit Polyphenolen wird in der Literatur 
beschrieben [Kenny et al., 2004; Jung et al., 2006; Jeong et al., 2008]. Das Flavonoid 
Isoliquiritigenin reduzierte die Protein- und mRNA-Expression des EGFR, ErbB2- und 
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ErbB3-Rezeptors nach 24 h Inkubation, wobei ein Regulationsmechanismus auf RNA-Ebene 
postuliert wurde [Jung et al., 2006]. Eine weitere Studie zeigte nach 72 h Inkubation mit 
trans-Linolsäure ebenso eine Senkung der Protein- und Transkriptmenge des ErbB3-
Rezeptors in HT29-Zellen [Cho et al., 2005]. Die hier gezeigte Verringerung der 
Proteinmenge des Rezeptors fand im Vergleich mit Literaturdaten nach einer kurzen 
Inkubationszeit (45 min) statt. Um dies weiter aufzuklären, schließen daher in Kapitel 4.2.8 
weitere Untersuchungen an dieses Ergebnis an. 
Es kann festgehalten werden, dass die Hemmpotenz von Delphinidin (mit Katalase) in A431-
Zellen eine klare Selektivität in der Hemmung des ErbB3-Rezeptors aufweist:  
ErbB3 >> EGFR > ErbB2-Rezeptor  A431-Zellen 
In HT29-Zellen stellte sich die Potenz von Delphinidin (mit Katalase) wie folgt dar:  
      EGFR > ErbB3-Rezeptor > ErbB2-Rezeptor  HT29-Zellen 
Demnach wurde in beiden Zelllinien der ligandenlose ErbB2-Rezeptor am schwächsten 
gehemmt. Möglicherweise gibt dieses Ergebnis einen Hinweis auf den Hemmmechanismus 
von Delphinidin. Falls dieser auf einer Interaktion der Substanz mit der extrazellulären 
Ligandenbindungsdomäne der Rezeptoren beruht, würde dies beim ligandenlosen ErbB2-
Rezeptor geringere Hemmwirkungen erklären. Dieses Ergebnis zeigte sich auch in den 
vorherigen Untersuchungen von BA und der anthocyanreichen Extrakte und scheint daher 
weniger substanzbedingt und eher auf einen generellen Hemmmechanismus hinzudeuten. 
Die Untersuchungen der VEGF-Rezeptoren zeigten, dass sich Delphinidin im isolierten und 
zellulären System als potenter Inhibitor der Aktivität beider Rezeptoren darstellt. Im zellfreien 
Assay erfolgte die Hemmung in deutlich niedrigen Konzentrationen und mit erhöhter Potenz 
für den VEGFR2. Die zellulären Assays spiegelten diese Präferenz nicht wider, sondern 
verdeutlichten eine erhöhte Hemmpotenz von Delphinidin in PAE-Zellen auf den VEGFR3, 
der bei 50 µM Delphinidin vollständig in seiner Aktivität unterdrückt werden konnte.  
Kern et al. (2007a) zeigten, dass Delphinidin nach 30 min Inkubation im Mediumüberstand 
von HT29-Zellen nicht mehr detektiert werden kann. Gleichzeitig entsteht entsprechend 20 % 
der eingesetzten Delphinidinkonzentration Gallussäure [Kern et al., 2007a]. Daher wurde der 
Beitrag des Abbauproduktes Gallussäure in HT29-Zellen auf die ErbB-Rezeptoren und den 
VEGFR3 untersucht. Sowohl am isolierten Rezeptor, als auch in der Zellkultur, konnte 
Gallussäure keine potenten Hemmwirkungen auf die untersuchten Rezeptoren aufweisen. 
Lediglich die Aktivität des ErbB3-Rezeptors wurde bei 200 µM Gallussäure signifikant auf 
64,3 ± 11,5 % gesenkt. Da nach Kern et al. (2007a) jedoch aus Delphinidin lediglich 20 % der 
Konzentration an Gallussäure gebildet werden, entspräche dies 1000 µM Delphinidin. Daher 
ist ein direkter Beitrag des Abbauproduktes Gallussäure an der Hemmwirkung von 
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Delphinidin auf den ErbB3-Rezeptor höchstwahrscheinlich auszuschließen. Die 
Hemmwirkungen von Delphinidin scheinen auch bei den weiteren untersuchten Rezeptoren 
nicht auf das Abbauprodukt Gallussäure zurückzuführen zu sein, da diese nicht durch 
Gallussäure moduliert wurden. 
Die Hemmung der Aktivität mit der Kanzerogenese assoziierter RTK stellt eine 
vielversprechende Strategie in der Tumortherapie, aber auch der Chemoprävention, dar. Die 
hier gezeigten Ergebnisse von Delphinidin werden durch Untersuchungen in der Literatur 
bestätigt. Afaq et al. (2008) zeigten in der humanen Brustkrebszelllinie AU-565 eine 
vollständige Hemmung des ligandenaktivierten EGFR durch 3 h Inkubation mit 20 µM 
Delphinidin. Die Ergebnisse liegen im gleichen Konzentrationsbereich wie die in der Arbeit 
gezeigte Hemmung des EGFR mit einem IC50-Wert von ~ 33 µM (A431-Zellen mit Katalase). 
Die unterschiedlichen Inkubationsbedingungen von 3 h, zellspezifische Unterschiede und das 
Fehlen eines H2O2-abfangendes Systems müssen jedoch beachtet werden. Auch die in dieser 
Arbeit gezeigte Hemmung des VEGFR2 nach Kurzzeitinkubation von 60 min mit einem  
IC50-Wert ~ 50 µM Delphinidin wird durch Literaturdaten bestätigt. So zeigten Lamy et al. 
(2006) eine Hemmung der Aktivität des VEGFR2 in der humanen Endothelzelllinie HUVEC 
durch Delphinidin. Der IC50-Wert von 2 µM Delphinidin nach 18 h Inkubation wurde ebenso 
ohne den Zusatz von Katalase ermittelt [Lamy et al., 2006]. Die Hemmung weiterer RTK 
durch Delphinidin, wie die des Rezeptors c-Met durch Syed et al. (2008), unterstreicht das 
mögliche Potential von Delphinidin als Breitbandhemmstoff strukturverwandter RTK. In der 
vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Hemmung des VEGFR3 durch Delphinidin 
beschrieben.  
Die hier gezeigte Hemmung der Aktivität und Expression des ErbB3-Rezeptors in A431-
Zellen unterstützt die oben dargestellte Potenz von Delphinidin als RTK-Hemmstoff und führt 
darüber hinaus zu einer erweiterten Identifizierung des Hemmprofils von Delphinidin. Der 
duale Hemmmechanismus auf den ErbB3-Rezeptor, in Form einer Hemmung der Aktivität 
und gleichzeitigen Verringerung des endogenen Rezeptorstatus, ist insbesondere von 
Bedeutung für den PI3K-Signalweg, der bei der Regulation der Apoptose elementar ist. Die 
Aktivierung und Regulation des PI3K-Signalweges scheint maßgeblich über die Aktivität des  
ErbB3-Rezeptors zu erfolgen [Soltoff et al., 1994].  
Eine gleichzeitige Hemmung mehrerer RTK zeigte sich auch in der Tumortherapie als 
vielversprechender Ansatz, da es bei einer sogenannten Monotherapie mit einem spezifischen 
Tyrosinkinaseinhibitor häufig zur Ausbildung von Resistenzen kommt. Dabei kann es zur 
Übernahme der Signalweiterleitung durch verwandte RTK im Tumor kommen, wodurch das 
Chemotherapeutika keine Wirksamkeit mehr besitzt [Engelman et al., 2007; Taberneno, 2007; 
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Amin, 2008]. Eine Breitbandhemmung, die zu einer Hemmung verschiedenster mit der 
Kanzerogenese assoziierter RTK führt, kann daher als vielversprechend hinsichtlich einer 
möglichen chemopräventiven Anwendung gesehen werden. 
Zusammenfassend stellt Delphinidin im isolierten zellfreien System einen potenten Inhibitor 
einer Reihe von RTK dar. Im Zellsystem der A431-Zellen reduzierte Delphinidin potent die 
Aktivität der ErbB-Rezeptoren, wobei die stärkste Hemmung am ErbB3-Rezeptor stattfand. 
Darüber hinaus zeigte Delphinidin ein zellspezifisches Hemmprofil im Vergleich zwischen 
HT29- und A431-Zellen. Als herausragende Wirkqualität konnte die vollständige Hemmung 
der Aktivität des VEGFR3-Rezeptors durch 50 µM Delphinidin in PAE-Zellen identifiziert 
werden. Das Abbauprodukt Gallussäure scheint keinen Beitrag zur Hemmung der Rezeptoren 
zu leisten. 
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4.2.7. Einfluss von Delphinidin auf die PI3K-Signalkaskade 
Die PI3K-Signalkaskade nimmt eine elementare Rolle bei der Regulation der Apoptose ein 
und kann über RTK in ihrer Aktivität moduliert werden. Von besonderer Bedeutung für die 
Aktivierung des PI3K-Signalweges stellt sich der ErbB3-Rezeptor dar, da er das notwendige 
Bindungsmotiv für die PI3K in mehrfacher Wiederholung trägt [Soltoff et al., 1994]. Nach 
Aktivierung des Rezeptors mit dem spezifischen Liganden des ErbB3-Rezeptors, Heregulin, 
kann so die nachgeschaltete PI3K-Signalkaskade potent induziert werden (s. Abbildung 64). 
In A431-Zellen konnte eine bevorzugte Hemmung des Phosphorylierungsstatus und des 
endogenen Status des ErbB3-Rezeptors durch Delphinidin erfasst werden (s. Kapitel 4.2.6). 
Im Folgenden wurden daher Effekte des Anthocyanidins Delphinidin auf die Aktivität und 
Expression der PI3K-Signalelemente Akt, Bad, GSK3β sowie dem nachgeschalteten β-
Catenin untersucht.  
 
Abbildung 64: Der Phosphatidylinositol 3-Kinase/Akt (PI3K/Akt)-Signalweg. RTK: 
Rezeptortyrosinkinase, L: Ligand; PDK: Phosphatidylinositol-abhängige Kinasen, FKHR: Forkhead 
Transkriptionsfaktor, CREB: cAMP responsive element binding protein, GSK3: Glycogen Synthase 
Kinase 3, NFκB: Nukleärer Faktor κB; Thr: Threonin; Ser: Serin; P: Phosphotyrosine; PIP2: 
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat; PIP3: Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat; PTEN: 
Phosphatase and tensin homolog [modifiziert nach Vivanco und Sawyers, 2002]. 
Abbildung 65 gibt die Modulation des Phosphorylierungsstatus von Akt, welcher ein Maß für 
deren Aktivität darstellt, durch Inkubation mit Delphinidin wieder. Die Inkubation (45 min) 
erfolgte in Anwesenheit von Katalase (100 U/ml), wobei die Stimulierung mit dem 
spezifischen Liganden Heregulin (20 ng/ml) in den terminalen 15 min stattfand. Die 
Delphinidinkonzentrationen wurden analog den am ErbB3-Rezeptor eingesetzten 
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Konzentrationen gewählt, um die Weiterleitung des Signales über den ErbB3-Rezeptor 
untersuchen zu können. 
Mitgeführt wurde die äquimolare Mischung der Tyrphostine AG879 und AG1478 (5 µM) als 
Hemmstoffkontrolle. Diese zeigte eine effektive Verringerung der Phosphorylierung von Akt. 
Durch Inkubation mit Delphinidin wurde eine signifikante Hemmung der Phosphorylierung 
von Akt bei einer Konzentration von 1 µM Delphinidin auf 53,6 ± 16,2 % erfasst. Diese 
konnte durch 10 bzw. 20 µM Delphinidin weiter gesenkt werden. Die stärkste Hemmwirkung 
wurde durch 10 µM auf 34,6 ± 2,7 % ersichtlich. Der endogene Rezeptorstatus wurde nicht 
signifikant moduliert, unterlag jedoch stärkeren Schwankungen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 65: Modulation von Akt durch 45 min serumfreie Inkubation von A431-Zellen mit dem 
Zusatz von Katalase (100 U/ml) mit Delphinidin. Die Stimulierung mit dem spezifischen Liganden 
Heregulin (20 ng/ml) erfolgte in den terminalen 15 min. K: Kontrolle (1 % DMSO); T: Tyrphostin 
AG1478 + 879 (5 µM); MW ± SD von mindestens 3 unabhängigen Experimenten. Student´s t-test, 
*: p < 0,05 bezogen auf 10-5 µM Delphinidin. 
Die Weiterleitung des Signales erfolgt innerhalb der PI3K-Signalkaskade durch die 
phosphorylierte und damit aktivierte Form von Akt. Die GSK3β liegt im unphosphorylierten 
Zustand aktiv vor und ist in der Lage, die Apoptose einzuleiten. Die phosphorylierte GSK3ß 
bewirkt hingegen eine Apoptoseblockierung (s. Kapitel 2.5.2).  
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Abbildung 66 gibt die Ergebnisse der GSK3β-Modulation durch Delphinidin wieder. Sowohl 
das phosphorylierte als auch das unphosphorylierte GSK3β-Protein unterlagen starken 
Schwankungen. Jedoch scheint eine Tendenz der Abnahme der phosphorylierten Form in 
Konzentrationen ab 10-4 µM Delphinidin ersichtlich. Ein signifikanter Anstieg der GSK3β  
wurde hingegen bei der kleinsten eingesetzten Konzentration von 10-5 µM Delphinidin 
deutlich. Die GSK3β  verblieb in den weiteren untersuchten Konzentrationen im Bereich der 
Lösungsmittelkontrolle und stieg nochmals nichtsignifikant bei 20 µM Delphinidin auf 
129 ± 44 % an. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 66: Modulation der GSK3β durch 45 min serumfreie Inkubation von A431-Zellen mit 
dem Zusatz von Katalase (100 U/ml) mit Delphinidin. Die Stimulierung mit dem spezifischen 
Liganden Heregulin (20 ng/ml) erfolgte in den terminalen 15 min. K: Kontrolle (1 % DMSO); T: 
Tyrphostin AG1478 + 879 (5 µM); MW ± SD von mindestens 3 unabhängigen Experimenten. 
Student´s t-test, *: p < 0,05 bezogen auf 10-4 µM Delphinidin. 
Innerhalb der PI3K-Signalkaskade erfolgt durch die aktive unphosphorylierte GSK3β  die 
Phosphorylierung des zytosolisch vorliegenden β-Catenins, welches dadurch dem 
proteasomalen Abbau zugeführt wird. Ohne diese Phosphorylierung transloziert β-Catenin, 
nach Überschreiten eines Schwellenwertes, in den Zellkern und induziert die Transkription 
proliferationsassoziierter Gene [Katoh, 2007]. Daher wurde die Modulation der Menge an 
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unphosphoryliertem β-Catenin in die Untersuchungen mit aufgenommen. Dabei zeigte sich 
keine Veränderung des β-Catenin-Gehaltes über den gesamten untersuchten 
Konzentrationsbereich (Daten nicht gezeigt). 
Ein weiteres Substrat von Akt ist das pro-apoptotische Protein Bad. Bad ist Mitglied der  
Bcl-2-Familie und ist an der Regulation der Apoptose beteiligt. Im unphosphorylierten 
Zustand ist Bad aktiv und kann zur Induktion der Apoptose führen. Wird Bad phosphoryliert, 
führt dies zu einer Inaktivierung des Proteins, wodurch in Folge eine Blockierung der 
Apoptose eintritt. Abbildung 67 gibt die Untersuchungen des Proteins Bad in A431-Zellen 
wieder.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 67: Modulation von Bad durch 45 min serumfreie Inkubation von A431-Zellen mit dem 
Zusatz von Katalase (100 U/ml) mit Delphinidin. Die Stimulierung mit dem spezifischen Liganden 
Heregulin (20 ng/ml) erfolgte in den terminalen 15 min. K: Kontrolle (1 % DMSO); T: Tyrphostin 
AG1478 + 879 (5 µM); MW ± SD von mindestens 3 unabhängigen Experimenten. Student´s t-test, *: 
p < 0,05 bezogen auf 10-5 µM Delphinidin. 
Die Ergebnisse sind mit hohen Standardabweichungen behaftet. Dies wird ersichtlich, da die 
mitgeführte Hemmkontrolle des ErbB3-Rezeptors, die Tyrphostine, ebenso starken 
Schwankungen unterlag. In den Konzentrationen 10-5 und 10-4 µM und erneut bei den 
höchsten Konzentrationen 10 µM und 20 µM Delphinidin, wurde die Tendenz einer 
Verringerung der phosphorylierten Form von Bad ersichtlich. Gleichzeitig erfolgte bei 10 µM 
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und 20 µM Delphinidin eine Verminderung der Proteinmenge von Bad, die bei 10 µM 
signifikant wurde (s. Abbildung 67). 
Die Induktion der Apoptose ist elementar bei der Eliminierung von geschädigten Zellen oder 
Tumorzellen. Eine vielversprechende chemopräventive Strategie ist der Einsatz von nicht 
toxischen Agentien, die den Übergang einer normalen Zelle in eine maligne Zelle verhindern. 
Apoptotische Effekte konnten bereits durch Anthocyanidine und komplexe polyphenolische 
Extrakte gezeigt werden [Yang et al., 1998; Jung et al., 2006; Kern et al., 2007b; Yun et al., 
2009]. In den im Rahmen dieser Dissertation durchgeführten Untersuchungen wurde eine 
potente und selektive Hemmung des ErbB3-Rezeptors, in Form einer Verminderung des 
Phosphorylierungsstatus, in A431-Zellen durch Delphinidin gezeigt (s. Abbildung 59). 
Untersucht wurde, ob das potente, inhibierende Potential auf den ErbB3-Rezeptor 
nachgeschaltet über die Signalelemente Akt, GSK3β, β-Catenin und Bad weitergeleitet wird 
und somit über diesen Weg apoptotische Signale vermittelt werden.  
Innerhalb der PI3K-Signalkaskade erfolgte die Hemmung der Aktivität von Akt, die bei  
0,1 µM Delphinidin ~ 50 % erreichte und bei 1 µM Delphinidin signifikant wurde. Der IC50-
Wert am ErbB3-Rezeptor liegt mit 0,1 µM im Bereich der Hemmung des phosphorylierten 
Akt. Die Inhibierung des ErbB3-Rezeptors scheint demnach zur Weiterleitung des 
hemmenden Signales auf Akt zu führen. Dieses Ergebnis wird durch Jung et al. (2006) 
unterstrichen, die durch das Flavonoid Isoliquiritigenin eine Hemmung der Aktivität des 
ErbB3-Rezeptors mit einer gleichzeitigen Verminderung der Phosphorylierung von Akt 
korrelierten. Auch Syed et al. (2008) konnten über eine verwandte RTK, c-Met, eine 
Inhibierung von Elementen der PI3K-Signalkaskade durch Delphinidin zeigen. Die Hemmung 
der phosphorylierten Form von Akt wurde in Konzentrationen zwischen 5 – 40 µM 
Delphinidin nach 3 h Inkubation gezeigt. Diese Untersuchungen erfolgten jedoch ohne 
Zugabe von Katalase, was eine Erklärung für die unterschiedlichen Konzentrationsbereiche 
der potenten Hemmung von Akt sein könnte. 
Die Weiterleitung des Signales im Sinne einer erhöhten Apoptose würde die verminderte 
Phosphorylierung der GSK3β  und einen Anstieg der GSK3β  bedeuten. Diese erwünschte 
pro-apoptotische Tendenz scheint sich in Teilen der vorliegenden Untersuchung 
widerzuspiegeln (s. Abbildung 66). Auf Grund der hohen Schwankungen innerhalb des 
Versuches ist jedoch nur der Anstieg der GSK3β   bei 10-5 µM signifikant.  
Des Weiteren zeigte sich durch Delphinidin in der Konzentration 10 µM eine signifikante 
Verminderung der endogenen Menge von Bad, was eine unerwünschte anti-apoptotische 
Tendenz darstellt. Jedoch zeigte sich sowohl in niedrigen (10-4 und 10-5 µM) als auch in 
erhöhten Konzentrationen ab 10 µM eine nicht signifikante Verringerung der phosphorylierte 
Ergebnisse und Diskussion  Delphinidin 
- 124 - 
Form von Bad, was einen erwünschten pro-apoptotischen Effekt darstellt (s. Abbildung 67). 
Yun et al., 2009 zeigten nach 48 h Inkubation mit 30 – 240 µM Delphinidin (ohne Katalase) 
einen konzentrationsabhängigen Anstieg des pro-apoptotischen Proteins BAX und eine 
Verminderung anti-apoptotischer Bcl-2 Proteine in der humanen Kolonkarzinomzelllinie 
HCT116. Zu der pro-apoptotischen Familie der Bcl-2 Proteine zählt auch das in dieser Arbeit 
untersuchte Protein Bad, welches in keiner getesteten Delphinidinkonzentration in seiner 
Proteinmenge erhöht wurde. Dabei muss sowohl die unterschiedliche Inkubationszeit als auch 
der fehlende Einsatz eines H2O2-abfangenden Systems in den Untersuchungen von Yun et al. 
(2009) beachtet werden. 
Ein weiteres Signalelement, dass vor allem im Wnt-Signalweg (s. Kapitel 2.5.3) eine Rolle 
spielt, aber auch durch die GSK3β  moduliert werden kann, ist β-Catenin. Unter den 
vorliegenden Inkubationsbedingungen wurde β-Catenin in den getesteten Konzentrationen 
jedoch nicht beeinflusst.  
Insgesamt konnten in den niedrigen Konzentrationen der effektiven Hemmung des ErbB3-
Rezeptors (IC50 ~ 0,1 µM) eine Weiterleitung des pro-apoptotischen Signales auf Akt gezeigt 
werden. Gleichzeitig wurde die Gesamtproteinmenge des Signalelements GSK3β in kleinen 
Konzentrationen (10-5 µM) erhöht, was einen pro-apoptotischen Effekt darstellt. Das 
nachgeschaltete Element Bad wurde lediglich bei 10 µM signifikant vermindert, wohingegen 
β-Catenin unter diesen Versuchsbedingungen nicht moduliert wurde. Untersuchungen im 
Arbeitskreis an HT29-Zellen zeigten in Übereinstimmung mit den hier dargestellten 
Ergebnissen keine oder nur marginale Beeinflussungen der untersuchten Signalelemente Bad, 
GSK3β  und β-Catenin [Diplomarbeit Verena Eschbach, 2008]. Um die Signalweiterleitung zu 
verfolgen, die dem ErbB3-Rezeptor nachgeschaltet ist, sind daher Untersuchungen an 
weiteren zellulären Signalelementen oder innerhalb eines anderen Zeitfensters notwendig.  
In der Literatur ist die Beeinflussung relevanter Elemente der Apoptoseinduktion durch das 
Anthocyanidin Delphinidin über verschiedene zelluläre Signalwege belegt. Die in der 
vorliegenden Arbeit erbrachten Ergebnisse zeigen eine mögliche mechanistische Begründung 
für die Modulation verschiedener Signalwege durch Delphinidin auf. Delphinidin konnte als 
Breitbandhemmstoff einer Reihe verwandter ErbB- und VEGF-Rezeptoren im zellulären 
System charakterisiert werden, wodurch die Beeinflussung verschiedener den Rezeptoren 
nachgeschalteter Signalwege möglich ist (s. Kapitel 4.2.6). So zeigten Yeh et al. (2005) eine 
durch Delphinidin induzierte Apoptose in HepG2-Zellen über den oxidativen-Stress 
aktivierten Signalweg JNK (Jun N-terminale Kinasen). Dabei zeigten sich eine durch 
Delphinidin vermittelte Erhöhung der Phosphorylierung von JNK und der c-Jun mRNA-
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Expression, deren Anstieg mit apoptotischen Mechanismen korreliert wird. Yun et al. (2009) 
wiesen in den humanen Kolonkarzinomzellen HCT116 durch 48 h Inkubation mit  
30 – 240 µM Delphinidin eine Verringerung des Transkriptionsfaktors NFκB (Nuclear factor 
κ B) nach, der über die Expression von Zielgenen die Apoptose regulieren kann.  
Die in der Arbeit vorgestellten Untersuchungen der PI3K-Signalkaskade und der RTK wurden 
mit dem Zusatz von Katalase durchgeführt. Die Untersuchungen von Yeh et al. (2005) 
verdeutlichen den Beitrag der prooxidativen Eigenschaften von Delphinidin zu dessen 
apoptotischen Eigenschaften, da mit der Zugabe eines antioxidativen Systems wie Katalase 
die Apoptoseinduktion über den JNK-Signalweg inhibiert wurde. Daher sollten, um 
Rückschlüsse auf substanzvermittelte Effekte zu erhalten und eine artifizielle Modulation 
durch im Medium generiertes H2O2 auszuschließen, zelluläre Untersuchungen der 
apoptotischen Mechanismen von Delphinidin mit einem H2O2-abfangenden System 
durchgeführt werden. 
Zusammenfassend konnte Delphinidin potent die Proteinkinase Akt in ihrer Aktivität 
hemmen. Die Weiterleitung dieses pro-apoptotischen Signals über das Signalelement GSK3β 
konnte in Form eines Anstiegs der GSK3β in kleinen Konzentrationen (10-5 µM) gezeigt 
werden. Eine pro-apoptotische Modulation der nachgeschalteten Elemente Bad und β-Catenin 
konnte mit den hier eingesetzten Versuchsbedingungen nicht erfasst werden. 
4.2.8. Einfluss von Delphinidin auf die Transkription ausgewählter RTK und 
Liganden  
Delphinidin vermittelte in vorherigen Untersuchungen dieser Arbeit eine Verminderung der 
Proteinexpression des ErbB3-Rezeptors in A431-Zellen nach 45 min Inkubation (s. Kapitel 
4.2.6). In der Literatur ist die Verminderung des endogenen Rezeptorstatus nach Inkubation 
mit Polyphenolen beschrieben, wobei Mechanismen auf Transkriptionsebene diskutiert 
werden [Kenny et al., 2004; Jung et al., 2006; Jeong et al., 2008].  
Mittels quantitativer RealTime PCR (rtPCR) wurde daher die Transkription der Gene des 
EGFR, ErbB2- und ErbB3-Rezeptors nach 45 min Inkubation mit Delphinidin untersucht. 
Zusätzlich wurde der Ligand EGF in die Untersuchungen mit einbezogen, um mögliche 
Effekte auf dessen Transkription zu erfassen. Des Weiteren sollten potentielle Modulationen 
der VEGF-Liganden untersucht werden, da eine Regulation der Expression pro-
angiogenetischer Wachstumsfaktoren über ErbB-Rezeptoren bekannt ist [Petit et al., 1997; O-
Charoenrat et al., 2000; Hirata et al., 2002; De Luca et al., 2008]. In Anlehnung an die 
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Untersuchungen auf Proteinebene wurden die Versuche mit dem Zusatz des spezifischen 
Liganden EGF bzw. Heregulin durchgeführt. 
Abbildung 68 gibt die Ergebnisse der Inkubation in Anwesenheit von Katalase (100 U/ml) mit 
Delphinidin in A431-Zellen wieder. In Anlehnung an die Western Blot Analyse des ErbB3-
Rezeptors erfolgte die Stimulierung mit dem spezifischen Liganden Heregulin (20 ng/ml) in 
den letzten 15 min der Inkubation.  
Es zeigte sich eine signifikante Verminderung der Transkriptmenge der ErbB-Rezeptoren 
EGFR, ErbB2 und ErbB3 bei 20 µM Delphinidin. Dabei wurden die mRNA-Transkripte des 
EGFR bei 20 µM Delphinidin auf 0,3 ± 0,1 reduziert. Ebenso erfolgte die potenteste 
Verringerung der Transkripte des ErbB2-Rezeptors und ErbB3-Rezeptors bei 20 µM 
Delphinidin auf 0,4 ± 0,3 respektive 0,2 ± 0,2 gegenüber der Kontrolle. Der spezifische 
Ligand EGF wurde unter den hier verwendeten Versuchsbedingungen in seiner Transkription 
nicht beeinflusst. 
 
Abbildung 68: Modulation der rel. Transkription des EGFR, ErbB2-, ErbB3-Rezeptors und EGF nach 
45 min Inkubation mit Delphinidin in A431-Zellen. Zugabe des spezifischen Liganden Heregulin 
(20 ng/ml) in den letzten 15 min der Inkubation. MW ± SD von mindestens drei unabhängigen 
Versuchen. Als Kontrolle dient 1 % DMSO im Endansatz (rel. Transkription = 1). Normalisiert wurde 
auf β-Aktin als „housekeeping gene“. Student’s t-test (bezogen auf die Kontrolle DMSO), 
***: p < 0,005.  
In Anlehnung an die Western Blot Untersuchungen des EGFR und ErbB2-Rezeptors wurden 
A431-Zellen mit Delphinidin inkubiert und nachfolgend mit dem spezifischen EGFR-Ligand 
EGF (100 ng/ml) in den letzten 15 min stimuliert (s. Abbildung 69). Es zeigte sich über die 
getesteten Konzentrationen keine signifikante Veränderung der Transkriptmenge der 
untersuchten ErbB-Rezeptoren. Hingegen wurden die Transkripte des Liganden EGF bei 
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50 µM Delphinidin auf 0,5 ± 0,4 reduziert und zeigten sich bei 100 µM Delphinidin 
signifikant auf 0,5 ± 0,2 vermindert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 69: Modulation der rel. Transkription des EGFR, ErbB2-, ErbB3-Rezeptors und EGF nach 
45 min Inkubation mit Delphinidin in A431-Zellen. Zugabe des spezifischen Liganden EGF 
(100 ng/ml) in den letzten 15 min der Inkubation. MW ± SD von mindestens drei unabhängigen 
Versuchen. Als Kontrolle dient 1 % DMSO im Endansatz (rel. Transkription = 1). Normalisiert wurde 
auf ß-Aktin als „housekeeping gene“. Student’s t-test (bezogen auf Kontrolle DMSO), *: p < 0,05.  
In weiteren Untersuchungen wurde die mögliche Modulation der Transkripte der Liganden 
des VEGFR2 und VEGFR3, VEGFa und VEGFc betrachtet (Abbildung 70 A und B). 
Die mRNA-Menge des Liganden VEGFa wurde über den gesamten Konzentrationsbereich 
durch Inkubation mit Delphinidin und Stimulierung mit EGF bzw. Heregulin nicht signifikant 
moduliert (s. Abbildung 70 A). Die Transkriptmenge des VEGFc wurde durch 0,1 µM 
Delphinidin bei Stimulation mit 20 ng/ml Heregulin signifikant auf 1,6 ± 0,2 erhöht 
(Abbildung 70 A). Bei Stimulation mit EGF (100 ng/ml) erfolgte in der höchsten 
Konzentration von 100 µM Delphinidin ein signifikanter Rückgang der mRNA-Menge des 
VEGFc auf 0,7 ± 0,3 in Relation zur Kontrolle (Abbildung 70 B).  
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Abbildung 70: Modulation der rel. Transkription von VEGFa und VEGFc nach 45 min Inkubation 
mit Delphinidin in A431-Zellen. Zugabe des spezifischen Liganden EGF (100 ng/ml) bzw. Heregulin 
(20 ng/ml) in den letzten 15 min der Inkubation. MW ± SD von mindestens drei unabhängigen 
Versuchen. Als Kontrolle dient 1 % DMSO im Endansatz (rel. Transkription = 1). Normalisiert wurde 
auf ß-Aktin als „housekeeping gene“. Student’s t-test (bezogen auf Kontrolle DMSO), *: p < 0,05, 
***: p < 0,005. 
Die Verringerung des Rezeptorstatus auf Proteinebene durch Inkubation mit Polyphenolen 
wird in der Literatur zum Teil auf transkriptionelle Mechanismen zurückgeführt [Kenny et al., 
2004; Cho et al., 2005; Jung et al., 2006]. In der vorliegenden Arbeit wurde in A431-Zellen 
nach 45 min ein signifikanter Rückgang des ErbB3-Rezeptors auf Proteinebene ersichtlich (s. 
Abbildung 59). Die Untersuchungen erfolgten dabei unter Stimulation des ErbB3-Rezeptors 
mit dem spezifischen Liganden Heregulin. Analog konnte auf Transkriptionsebene eine 
Verringerung der mRNA-Menge der ErbB-Rezeptoren EGFR, ErbB2 und ErbB3 unter 
Heregulinstimulierung nachgewiesen werden (s. Abbildung 68). Dahingegen wurde auf 
Proteinebene im Western Blot nach Delphinidin-Inkubation (unter EGF-Stimulation) keine 
Verringerung des EGFR und ErbB2-Rezeptorproteins deutlich. Auch auf Transkriptionsebene 
wurde keine Modulation der Transkriptmenge der ErbB-Rezeptoren unter diesen 
Inkubationsbedingungen ersichtlich (s. Abbildung 69).  
In den hier durchgeführten Untersuchungen erfolgte die Verminderung der Transkriptmenge 
der ErbB-Rezeptoren nach kurzer Inkubationszeit (45 min). In der Literatur sind zumeist 
Inkubationszeiten von mehrere Stunden bis Tagen beschrieben. So zeigten Cho et al. (2005) 
nach 72 h Inkubation mit trans-Linolsäure und anschließender Stimulierung mit Heregulin 
eine Verminderung der Transkriptmenge des EGFR, ErbB2- und ErbB3-Rezeptors in HT29-
Zellen. Auch Jung et al. (2006) zeigten eine Verminderung der Proteinexpression des EGFR, 
ErbB2- und ErbB3-Rezeptors nach 24 h Inkubation mit dem Flavonoid Isoliquiritigenin und 
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postulierten dafür einen Regulationsmechanismus auf RNA-Ebene. Auch in den hier 
durchgeführten Untersuchungen scheint ein Regulationsmechanismus auf RNA-Ebene nach 
Kurzzeitinkubation stattzufinden. Die Korrelation zur Verringerung der Proteinmenge im 
Western Blot Assay sollte durch verlängerte Inkubationszeiten überprüft werden.  
Gleichzeitig zeigte sich bei Inkubation mit 100 µM Delphinidin und Stimulation mit EGF ein 
signifikanter Rückgang der Transkripte des Liganden EGF auf 0,5 ± 0,2. Falls sich diese 
Ergebnisse auch auf Proteinebene widerspiegeln würden, könnte eine Verringerung der 
Ligandenmenge eine geringere Aktivierung der Rezeptoren nach sich ziehen. Daher sollten 
weitere Untersuchungen angeschlossen werden. 
Die Regulation der Expression der VEGF-Liganden über das System der ErbB-Rezeptoren ist 
in der Literatur beschrieben [O-Charoenrat et al., 2000; Hirata et al., 2002; De Luca et al., 
2008]. In den vorliegenden Untersuchungen konnte nach Heregulin-Stimulation durch 0,1 µM 
Delphinidin eine leichte Erhöhung der mRNA-Transkripte des VEGFc auf 1,6 ± 0,2 gezeigt 
werden. Die Untersuchungen von Yen et al. (2002) bestätigen, dass durch Heregulin-
Stimulation und Bildung des ErbB2/ErbB3-Heterodimers eine starke Erhöhung der mRNA-
Menge der VEGF-Liganden stattfindet. In den vorausgegangenen Western Blot 
Untersuchungen erfolgte bereits bei 10 µM in PAE-Zellen eine Unterdrückung der Aktivität 
des zugehörigen Rezeptors VEGFR3 (s. Abbildung 62). Eine mögliche Erklärung könnte 
daher ein Regulationsmechanismus sein, der durch Erhöhung des Liganden den Verlust der 
Signalweiterleitung kompensieren würde. Dabei müssen jedoch die möglichen 
zellspezifischen Unterschiede zwischen A431- und PAE-Zellen berücksichtigt werden. Die 
Erhöhung des VEGFc auf Proteinebene sollte daher in PAE-Zellen weiter untersucht werden, 
um unerwünschte pro-lymphangiogenetische Effekte von Delphinidin ausschließen zu 
können. 
Bei Stimulation mit EGF zeigte sich hingegen eine Inhibierung der Transkription des VEGFc 
auf 0,7 ± 0,3 in erhöhten Delphinidinkonzentrationen von 100 µM. Diese Konzentration 
führte, wie in Abbildung 54 und 57 ersichtlich, zu einer potenten Hemmung der Aktivität des 
EGFR und ErbB2-Rezeptors im Western Blot Assay in A431-Zellen. Verschiedene Autoren 
konnten bereits zeigen, dass die Inhibition des EGFR bzw. des ErbB2-Rezeptors mit 
monoklonalen Antikörpern und spezifischen Tyrosinkinaseinhibitoren zu einer Verringerung 
der mRNA-Menge der VEGF-Liganden führte [Bancroft et al., 2002; Hirata et al., 2002; De 
Luca et al., 2008]. So bedingt der monoklonale anti-ErbB2-Antikörper Trastuzumab eine 
Verringerung der mRNA-Transkripte des VEGFa in humanen Brustkrebszellen BT474 [Wen 
et al., 2006]. Eine Verringerung der Transkriptmenge des VEGFc und möglicherweise eine 
daraus resultierende geringere Proteinexpression, könnten als anti-lymphangiogenetischer 
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Effekt von Delphinidin einen zusätzlichen chemopräventiven Mechanismus darstellen und 
sollte daher weiter untersucht werden.  
Zusammenfassend konnte auf Transkriptionsebene ein Einfluss von Delphinidin auf die 
ErbB-Rezeptoren nach Heregulin-Stimulation erfasst werden. Der Ligand EGF wurde durch 
Delphinidin (100 µM) signifikant in seiner Transkription verringert. Zudem wurde der Ligand 
des VEGFR3, VEGFc, durch Delphinidin in seiner Transkription moduliert.   
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4.2.9. Modulation der Genexpression durch Delphinidin mittels Human 
Angiogenesis Microarray 
Mit dem Oligo GEArray® Human Angiogenesis Microarray (SABiosciences™) kann die 
Modulation der Expression von 113, mit der Angiogenese assoziierter Gene, untersucht 
werden. Eingeschlossen sind dabei für die Angiogenese wichtige Rezeptoren und ihre 
zugehörigen Liganden. Mit Hilfe des Arrays sollen mögliche Modulationen der Testsubstanz 
Delphinidin (10 µM) auf das Genexpressionsmuster von HT29-Zellen nach 3 h Inkubation 
mit Katalase untersucht werden.  
In Tabelle 16 werden die durch Delphinidin in ihrer Expression modulierten Gene aufgeführt.  
Tabelle 16: Modulation der Expression mit der humanen Angiogenese-assoziierter Gene durch 3 h 
Inkubation von HT29-Zellen mit Delphinidin. Erfassung mittels Oligo GEArray® DNA Human 
Angiogenesis Microarray (SABiosciences™). Dargestellt ist die rel. Expression im Vergleich zur 
jeweiligen Kontrolle mit 1,0. MW ± SD von drei unabhängigen Experimenten. 
 Moduliertes Gen  MW ± SD 
Ephrin A1 0,78 ± 0,45 
Homo sapiens Ephrin A2 0,33 ± 0,27 
Ephrin B2 0,76 ± 0,23 
Endoglin  0,52 ± 0,25 
Laminin alpha 5 0,62 ± 0,17 
Tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (TIMP-1) 0,58 ± 0,09 
Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 12A (TNFSF12) 0,38 ± 0,24 
Vascular endothelial growth factor b (VEGFb) 0,67 ± 0,41 
Durch 3 h Inkubation mit Delphinidin wurden Gene, die mit der Angiogenese assoziiert sind 
in ihrer Expression vermindert. Dabei wurden 3 Liganden der Ephrin-Rezeptoren, die Ephrine 
A1 (0,78 ± 0,45), Ephrin A2 (0,33 ± 0,27) und das Ephrin B2 (0,76 ± 0,23) in ihrer 
Expression reduziert. Das System der Ephrin-Rezeptoren ist das größte innerhalb der RTK. 
Ihm kommt hinsichtlich der Steigerung der Invasivität von Tumoren während der 
Kanzerogenese eine große Bedeutung zu [Surawska, 2004; Iilda et al., 2005; Alam et al., 
2007]. Die Expression von Endoglin konnte durch Delphinidin ebenso verringert werden 
(0,52 ± 0,25). Endoglin ist ein Marker der Tumorvaskularisierung; seine erhöhte Expression 
ist mit der Anwesenheit von Metastasen verbunden [Dallas et al., 2008]. Die Expression von 
Laminin alpha 5, einem Zelladhesionsprotein, wurde auf 0,62 ± 0,17 in Relation zur Kontrolle 
gesenkt. Ihm kommt eine Rolle bei der Zelladhesion und Migration zu, worüber 
Tumorwachstum und Progression beeinflusst werden können [Miyazaki, 2006]. 
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Eine Verringerung der Expression von TIMP-1 auf 0,58 ± 0,09 konnte ebenso festgestellt 
werden. TIMP-1 stellt einen Inhibitor von Metalloproteinasen der extrazellulären Matrix dar 
[Visse und Nagase, 2003]. Die Rolle von TIMP-1 in der Kanzerogenese wird kontrovers 
diskutiert. Zum einen konnte bei Überexpression von TIMP-1 eine Verringerung des 
Tumorwachstums gezeigt werden [Gomez et al., 1997], andererseits konnte aber auch eine 
anti-apoptotische Aktivität festgestellt werden [Guedez et al., 1998]. Daher stellt sich die 
Bewertung der hier gezeigten Verminderung von TIMP-1 schwierig dar. 
Mit Hilfe des Microarray konnte eine Verringerung des Zelloberflächenrezeptors TNFSF12 
durch Delphinidin-Inkubation beobachtet werden (0,38 ± 0,24). TNFSF12 ist ein Rezeptor, 
der als pro-angiogenetischer Faktor bekannt ist [Winkles, 2008]. Die Aktivierung des 
Rezeptorsystems kann über verschiedene Signalwege erfolgen, wobei eine Induktion über den 
NFκB Signalweg beschrieben ist. Yun et al. (2009) konnten im zellulären System eine 
Inhibition des NFκB Signalweg durch Delphinidin beschreiben. Daher scheint ein Einfluss 
von Delphinidin auf den TNFSF12 auch im zellulären System möglich, was weiter untersucht 
werden muss. 
Der VEGFb wurde auf 0,7 ± 0,4 in seiner Expression vermindert. Wie bereits in Kapitel 4.2.9 
diskutiert, könnte eine solche Regulation über eine potente Hemmung des ErbB-
Rezeptorsystems vermittelt werden [O-Charoenrat et al., 2000; Hirata et al., 2002; De Luca et 
al., 2008]. Der VEGFb ist der spezifische Ligand des VEGFR1. Die Funktion des VEGFR1 
ist noch nicht vollständig geklärt. Seine Wirkung ist wahrscheinlich die eines negativen 
Regulators der Signalgebung über den VEGFR2 [Olsson et al., 2006]. 
Um die Relevanz der gezeigten Ergebnisse einschätzen zu können, sind weitere 
Untersuchungen auf Transkriptionsebene mittels quantitativer rtPCR sowie die Überprüfung 
auf Proteinebene geplant. 
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass Delphinidin verschiedene, mit der 
Angiogenese assoziierte Gene, in ihrer Expression modulieren kann. Die erhöhte Expression 
bzw. Überexpression der in Tabelle 16 aufgeführten Gene ist im Rahmen der Kanzerogenese 
bekannt und wird mit einer schlechten Überlebens- und Heilungsprognose der Patienten 
korreliert. Daher sind die gezeigten Effekte im Rahmen einer anti-angiogenetischen Wirkung 
von Delphinidin als positiv zu bewerten. 
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4.2.10. Diskussion der Ergebnisse der anthocyanreichen Extrakte, Delphinidin 
und Gallussäure  
Polyphenolreiche Apfelextrakte konnten im ersten Abschnitt der Arbeit als potente 
Breitbandhemmstoffe eines Spektrums verschiedener RTK charakterisiert werden (s. Kapitel 
4.1). Wie auch die Apfelextrakte, konnte Delphinidin hohe Mengen an H2O2 generieren, die 
durch Zugabe von Katalase effektiv unterdrückt wurden. Des Weiteren kann davon 
ausgegangen werden, dass die eingesetzte Katalasemenge (100 U/ml) in A431-Zellen zur 
effektiven Unterdrückung der H2O2-Akkumulation durch die anthocyanreichen Extrakte 
ausreichend war. Als Grund hierfür lässt sich anführen, dass in Abhängigkeit vom Medium 
eine geringere H2O2-Produktion im MEM im Vergleich zum DMEM im Rahmen dieser 
Arbeit aufgezeigt wurde (s. Kapitel 4.1.1 und 4.2.1), und im DMEM die H2O2-Produktion 
effektiv durch Katalasezugabe unterdrückt werden konnte [Dissertation Jessica Fritz, 2008]. 
Um artifizielle Effekte von H2O2 in den weiteren Untersuchungen auszuschließen, wurden 
daher die Zellkulturexperimente mit dem Zusatz von Katalase durchgeführt. 
Die anthocyanreichen Extrakte Mirtocyan und Oenocyanin zeigten marginale zellwachstums-
hemmende Eigenschaften in A431-Zellen unter Zugabe von Katalase. Das Aglykon 
Delphinidin reduzierte das Wachstum der A431-Zellen bereits bei 100 nM signifikant und 
erbrachte eine hochsignifikante Hemmung auf ~ 70 % des Zellwachstums bei 100 µM (s. 
Abbildung 42). Der Vergleich mit der Inkubationen ohne Katalase in A431- und HT29-Zellen 
verdeutlicht eine starke Erhöhung der wachstumshemmenden Eigenschaften durch im 
Zellkulturmedium generiertes H2O2 [Meiers et al., 2001; Dissertation Jessica Fritz, 2008]. Die 
zellwachstumshemmenden Eigenschaften sowohl von Delphinidin als auch dessen 
Abbauprodukt Gallussäure stellten sich in verschiedenen Zelllinien als stark unterschiedlich 
dar [Wilko Thiele, persönliche Mitteilung]. Dabei konnte Delphinidin als potente 
zellwachstumshemmende Verbindung in verschiedenen Zelllinien charakterisiert werden. 
Gallussäure zeigte deutlich schwächere zellwachstumshemmende Eigenschaften als 
Delphinidin; ein wesentlicher Beitrag des Abbauproduktes an den wachstumshemmenden 
Effekten von Delphinidin erscheint folglich als unwahrscheinlich (s. Kapitel 4.2.2). 
Durch die Untersuchungen der PTK-Aktivität im isolierten System (ELISA) konnte die 
Modulation durch die Extrakte und die Einzelverbindungen Malvidin, Delphinidin und 
Gallussäure auf ErbB-, VEGF-Rezeptoren und den IGF1R betrachtet werden (s. Kapitel 
4.2.4). Die anthocyanreichen Extrakte und Delphinidin stellten sich als potente 
Breitbandhemmstoffe der untersuchten RTK dar, mit einer gemeinsamen Präferenz gegenüber 
der Hemmung des VEGFR2 und EGFR (s. Tabelle 17). Der Weinbeerenextrakt Oenocyanin, 
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welcher durch erhöhte Gehalte an Malvidin-, Peonidin- und Petunidin-Glykosiden 
gekennzeichnet ist, zeigte die potentesten Hemmwirkungen auf alle untersuchten RTK. 
Meiers et al. (2001) konnten bereits zeigen, dass einzelne Malvidin-Glykoside gegenüber dem 
isolierten EGFR inaktiv sind, wodurch Malvidin-Glykoside als Grund der potenten 
Hemmwirkung von Oenocyanin unwahrscheinlich erscheinen. 
Tabelle 17: Hemmwirkung der anthocyanreichen Extrakte Oenocyanin und Mirtocyan sowie 
Delphinidin auf die PTK-Aktivität der rekombinanten RTK EGFR, ErbB2, VEGFR2, VEGFR3 und 
IGF1R angegeben als IC50-Werte [1Teller et al., 2009a; 2Teller et al., 2009b]. Grün unterlegt: 
bevorzugte Hemmeffekte. 
Rekombinante 
RTK 
1Oenocyanin 
[µg/ml] 
1Mirtocyan 
[µg/ml] 
2Delphinidin 
[µM] 
EGFR 0,8 ± 0,2  3,4 ± 0,8 1,0 ± 0,2 
ErbB2-Rezeptor 3,7 ± 2,3  12,1 ± 3,6  3,9 ± 1,9 
VEGFR2 0,7 ± 0,5  3,2 ± 0,4 2,8 ± 1,3 
VEGFR3 4,6 ± 2,0 12,7 ± 0,9 10,5 ± 4,2 
IGF1R 3,6 ± 2,6  12,9 ± 3,6  3,4 ± 0,6  
Die Untersuchungen der PTK-Aktivität zeigten des Weiteren eine marginale Hemmpotenz 
des methoxylierten Malvidin auf alle getesteten RTK, was ebenso am isolierten EGFR durch 
Meiers et al. (2001) festgestellt wurde. Hingegen erwies sich das Aglykon Delphinidin, 
welches vicinale OH-Gruppen besitzt, als hochpotenter Inhibitor der PTK-Aktivität aller RTK 
(s. Tabelle 17). Eine gemeinsame Strukturvoraussetzung zur potenten Inhibition der PTK-
Aktivität der RTK scheinen daher vicinale OH-Gruppen zu sein. Diesen Zusammenhang 
konnten Meiers et al. (2001) und Marko et al. (2004) bereits für den EGFR aufzeigen, was im 
Rahmen dieser Arbeit auf die weiteren RTK ausgeweitet werden konnte. 
Des Weiteren sind in beiden Extrakten Delphinidin-Glykoside enthalten. Vor allem Mirtocyan 
ist durch einen erhöhten Gehalt an Delphinidin-Glykosiden gekennzeichnet. Bei Berechnung 
aller Delphinidin-Glykoside als Delphinidin-3-Glukosid ergibt sich für Mirtocyan am EGFR 
und ErbB2-Rezeptor ein IC50-Wert der Hemmung von 1,1 µM bzw. 3,9 µM, die mit der 
Hemmkonzentration von Delphinidin an diesen Rezeptoren übereinstimmen (1,0 ± 0,2 bzw. 
3,9 ± 1,9 µM). Daher könnten Delphinidin-Glykoside bzw. nach einer möglichen 
Deglykosylierung Delphinidin einen Beitrag zu der potenten Hemmung von Mirtocyan leisten 
(s. Tabelle 13). Da zusätzlich die Hemmprofile der PTK-Aktivität von Mirtocyan, 
Oenocyanin und Delphinidin die gemeinsame potentere Hemmung des EGFR und VEGFR2 
aufzeigen, könnte auch hier das enthaltene Aglykon bzw. dessen Glykoside eine Rolle 
spielen. 
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Das Abbauprodukt von Delphinidin, Gallussäure, zeigte keine potenten PTK-hemmenden 
Eigenschaften. Die Hemmung erfolgte in einem Konzentrationsbereich, der mehr als 2 
Zehnerpotenzen über dem von Delphinidin lag. Daher trägt Gallussäure höchstwahrscheinlich 
nicht zur potenten Hemmung der PTK-Aktivität der Rezeptoren bei, die deshalb auf das 
Anthocyanidin selbst zurückführbar scheint. 
In den nachfolgenden Untersuchungen im intakten Zellsystem wurden potente inhibitorische 
Effekte durch Mirtocyan, Oenocyanin und Delphinidin auf RTK der ErbB- und der VEGFR-
Familie deutlich.  
Mirtocyan und Oenocyanin stellten sich als Gruppenhemmstoffe der ErbB-Rezeptoren dar 
und konnten ihre Aktivität zwischen 100 – 190 µg/ml der Extrakte potent hemmen (s. Tabelle 
14). Sie zeigten dabei ein gemeinsames Hemmprofil: 
ErbB3 > EGFR > ErbB2-Rezeptor   A431-Zellen 
mit einer marginal potenteren Hemmung durch Oenocyanin. Innerhalb der ErbB-Familie 
wurde durch Delphinidin in A431-Zellen dieselbe Hemmpräferenz festgestellt, wobei die 
Hemmung des ErbB3-Rezeptors bereits bei 100 nM Delphinidin hochpotent auf 50 % der 
Restaktivität erfolgte und hervorgehoben werden muss:  
    ErbB3 >> EGFR > ErbB2-Rezeptor  A431-Zellen 
Vergleichende Untersuchungen der ErbB-Rezeptormodulation durch Delphinidin in HT29-
Zellen zeigten eine starke zelllinienspezifische Wirkung auf. Insgesamt wies Delphinidin in 
HT29-Zellen unter dem Zusatz von Katalase eine geringere inhibitorische Potenz, als in 
A431-Zellen auf, welche sich folgendermaßen darstellte:  
EGFR > ErbB3-Rezeptor > ErbB2-Rezeptor  HT29-Zellen 
Da unter Bedingungen des Kolons ein schneller Abbau der Anthocyanidine zu Phenolsäuren 
bekannt ist, wurde in die Untersuchungen der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 das 
entsprechende Abbauprodukt Gallussäure hinzugezogen [Keppler und Humpf, 2005; 
Fleschhut et al., 2006]. Gallussäure modulierte unter den getesteten Rezeptoren lediglich die 
Aktivität des ErbB3-Rezeptors. Diese Hemmung erfolgte jedoch erst bei einer Konzentration 
von 200 µM Gallussäure. Da die potente Hemmung der Aktivität des ErbB3-Rezeptors in 
HT29-Zellen durch Delphinidin mit einem IC50-Wert von 79 ± 36 µM [Diplomarbeit Verena 
Eschbach, 2009] erfolgte und aus diesem nach Kern et al. (2007a) ~ 16 µM Gallussäure 
entstehen könnten, scheint ein direkter Beitrag des Abbauproduktes Gallussäure an der 
Hemmwirkung von Delphinidin unwahrscheinlich. Auch ein Beitrag an der Hemmung der 
Extrakte, die nach Bildung des Anthocyanidins Gallussäure generieren könnten, scheint 
unwahrscheinlich, da aus der enthaltenen Menge an Delphinidin-Glykosiden nur 
Konzentrationen im unteren µM-Bereich entstehen könnten.  
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Die VEGF-Rezeptoren 2 und 3 wurden ebenso durch die Extrakte und Delphinidin gehemmt. 
Die Aktivität des VEGFR2 wurde dabei durch 50 µg/ml der Extrakte bzw. 50 µM Delphinidin 
auf ~ 50 % gesenkt. Die Ergebnisse von Lamy et al. (2006) bestätigen das hemmende 
Potential von Delphinidin auf die Aktivität des VEGFR2. Sie konnten nach 18 h Inkubation 
eine potente Hemmung des VEGFR2 mit einem IC50-Wert von 2 µM feststellen. Die lange 
Inkubationszeit und ein möglicher Beitrag von H2O2 könnten Gründe für das unterschiedliche 
Ergebnis sein. Aus den hier durchgeführten Untersuchungen muss die vollständige Hemmung 
der Aktivität des Lymphangiogenese-regulierenden VEGFR3 durch beide Extrakte bei 
50 µg/ml bzw. Delphinidin bei 50 µM herausgestellt werden. Eine Hemmung des VEGFR3 
durch natürliche Nahrungsbestandteile ist bisher in der Literatur nicht beschrieben. Durch die 
Untersuchungen dieser Arbeit wurden die anthocyanreichen Extrakte und Delphinidin als 
mögliche potente anti-lymphangiogenetische Substanzen identifiziert.  
Für die Extrakte Mirtocyan, Oenocyanin und Delphinidin kann ein gemeinsames Wirkprofil 
für die Hemmung der ErbB- und VEGF-Rezeptoren im Zellsystem der A431- und PAE-
Zellen charakterisiert werden:  
  VEGFR3 >> VEGFR2; ErbB3-Rezeptor > EGFR > ErbB2-Rezeptor 
Auf Grund der gleichen Hemmprofile der Extrakte und des isolierten Delphinidin auf die 
Rezeptoren wurde ein möglicher Beitrag des enthaltenen Aglykons zur Wirkung der Extrakte 
betrachtet. Dazu kann exemplarisch für den IC50-Wert der Hemmung von Mirtocyan am 
EGFR (A431-Zellen), bei Annahme aller enthaltenen Glykoside als Delphinidin-3-Glukosid, 
ein IC50-Wert von ~ 113 µM (Delphinidin-3-Glukosid Äquivalente) errechnet werden. 
Delphinidin zeigte sich hingegen deutlich potenter (IC50-Wert = 33 ± 14 µM). Dies wird 
durch die Ergebnisse von Meiers et al. (2001) bestätigt, die zeigten, dass die Glykoside eine 
geringere Hemmwirkung auf die Aktivität der RTK aufweisen als die Anthocyanidine.  
Die hier aufgezeigte Breitbandhemmung von Mirtocyan, Oenocyanin und Delphinidin über 
verschiedene RTK gilt auch in der Tumortherapie als vielversprechender, als eine 
Monotherapie gegenüber einer RTK [Engelman et al., 2007; Taberneno, 2007; Amin, 2008]. 
Dabei wird ein Resistenzmechanismus vieler Tumore, die Verlagerung der Signalgebung bei 
selektiver Blockierung eines Rezeptors auf eine weitere RTK, umgangen.  
Die hoch potente Hemmung der Aktivität des ErbB3-Rezeptors durch Delphinidin (s. 
Abbildung 59) ist insbesondere auf Grund der Rolle des ErbB3-Rezeptors, als Aktivator des 
PI3K-Signalweges, herauszustellen. Der PI3K-Signalweg ist elementar für die Regulation der 
Apoptose. Im Folgenden wurde daher der Einfluss von Delphinidin auf Elemente die dem 
ErbB3-Rezeptor nachgeschaltet sind untersucht. Dabei konnte eine Hemmung der 
Phosphorylierung von Akt (~ 1 µM) in Konzentrationen der potenten ErbB3-Hemmung 
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gezeigt werden. Demnach scheint die Inhibierung des ErbB3-Rezeptors zur Weiterleitung des 
hemmenden Signals auf Akt zu führen. Die Weiterleitung dieses pro-apoptotischen Signals 
über das Signalelement GSK3β konnte in Form eines Anstiegs der GSK3β in kleinen 
Konzentrationen (10-5 µM) gezeigt werden. Die weiteren Signalkettenelemente Bad und  
β-Catenin wurden bei den hier verwendeten Versuchsbedingungen im Sinne einer pro-
apoptotischen Wirkung nicht beeinflusst. Möglicherweise werden daher durch Delphinidin 
weitere zelluläre Signalelemente moduliert oder die Veränderungen finden innerhalb eines 
anderen Zeitfensters statt.  
Zusätzlich zur Hemmung der Aktivität des ErbB3-Rezeptors zeigte sich in den Western Blot 
Untersuchungen bei Inkubation mit Delphinidin eine konzentrationsabhängige Verringerung 
des endogenen ErbB3-Rezeptorproteins (s. Abbildung 59). Als Grund für die Verminderung 
des endogenen Rezeptorlevels konnte eine zytotoxische Wirkung von Delphinidin nach 
Kurzzeitinkubation ausgeschlossen werden (s. Kapitel 4.2.3). Um Effekte von Delphinidin auf 
Transkriptionsebene auf die ErbB-Rezeptoren zu untersuchen, wurde daher in ausgewählten 
Delphinidinkonzentrationen nach 45 min Inkubation eine quantitative rtPCR durchgeführt. 
Ebenso wie bei den Western Blot Untersuchungen des EGFR und ErbB2-Rezeptors unter 
EGF-Stimulation, erfolgte keine Modulation der Transkriptmenge der ErbB-Rezeptoren (s. 
Abbildung 69). Nach Heregulin-Stimulation wurde jedoch die Verminderung der mRNA-
Menge der Rezeptoren EGFR, ErbB2 und ErbB3 bei 20 µM Delphinidin erfasst. Die 
Verminderung des Rezeptorstatus durch Inkubation mit Polyphenolen wird in der Literatur 
durch transkriptionelle Mechanismen diskutiert. Diese Untersuchungen erfolgten, im 
Unterschied zu der Vorgehensweise der vorliegenden Arbeit, meist nach 
Langzeitinkubationen [Kenny et al., 2004; Jung et al., 2006; Jeong et al., 2008]. Da die hier 
erbrachten Ergebnisse sowohl auf Proteinebene als auch auf Transkriptionsebene eine 
Reduzierung der ErbB-Rezeptormenge zeigten, unterstützten sich diese Ergebnisse 
gegenseitig. Um die Effekte auf Transkriptionsebene zu verifizieren, sind weitere 
Untersuchungen mit verlängerter Inkubationszeit unabdingbar. 
In erhöhten Konzentrationen von 100 µM Delphinidin zeigte sich eine signifikante 
Reduzierung der Transkripte des Liganden EGF. Eine solche Verringerung könnte einen 
zusätzlichen hemmenden Effekt auf die Aktivität der ErbB-Rezeptoren darstellen, falls dieser 
auch auf Proteinebene zum Tragen kommen würden. Zudem wurde die Transkriptmenge des 
Liganden des VEGFR3 (VEGFc) durch Delphinidin (0,1 µM) unter Heregulin-Stimulation 
auf 1,6 ± 0,2 erhöht. Eine solche Erhöhung wird durch Yen et al. (2002) bestätigt, die nach 
Bildung des ErbB2/ErbB3-Heterodimers Erhöhungen der mRNA-Menge der VEGF-Liganden 
nachwiesen. Die Erhöhung des VEGFc würde einen unerwünschten pro-
Ergebnisse und Diskussion  Polyphenole und anthocyanreiche Extrakte 
- 138 - 
lymphangiogenetischen Effekt von Delphinidin darstellen und sollte daher auf Proteinebene 
weiter untersucht werden. Gleichzeitig wurde eine Verringerung der mRNA-Menge des 
VEGFc auf 0,7 ± 0,3 nach EGF-Stimulierung bei 100 µM Delphinidin ersichtlich. Ebenso 
zeigten Untersuchungen von O-Charoenrat et al. (2000) durch Einsatz eines spezifischen 
monoklonalen Antikörpers gegen den EGFR, die Verringerung der basalen Menge des 
VEGFa, -c und -d in der humanen Plattenepithelkarzinomzelllinie des Kopf-Hals Bereiches 
(HNSCC). In Konzentrationen einer potenten ErbB-Rezeptorhemmung könnte daher auch bei 
den vorliegenden Untersuchungen ein möglicher Regulationsmechanismus der VEGF-
Expression über die Hemmung der ErbB-Rezeptoren erfolgen. Um dies zu verifizieren, sind 
weiterer Untersuchungen geplant.  
Auf Grund der potenten Hemmung des VEGFR2 und -3 durch Delphinidin wurde dessen 
Potential, verschiedene mit der Angiogenese assoziierte Gene in ihrer Expression modulieren 
zu können, untersucht. Die Expression der für die Angiogenese relevanten Gene der Ephrin-
Liganden A1, -2 und B2, des Liganden VEGFb, des Zelloberflächenrezeptors TNFSF12, 
Endoglin, Laminin alpha 5 sowie TIMP-1 konnte durch 10 µM Delphinidin reduziert werden. 
Ihre erhöhte Expression ist während der Kanzerogenese bekannt und wird mit geringen 
Überlebensraten der Patienten assoziiert. Daher ist ihre Verringerung im Rahmen einer anti-
angiogenetischen Wirkung von Delphinidin als positiv zu bewerten. Zur Überprüfung dieser 
Ergebnisse sind weitere Untersuchungen auf Transkriptionsebene sowie auf Proteinebene 
geplant. 
Zur Abschätzung einer möglichen Wirkung in vivo, muss die geringe Bioverfügbarkeit der 
Anthocyane und Anthocyanidine, die in Humanstudien meist unter 0,1 % liegt, beachtet 
werden (s. Kapitel 2.7.3). Die Aufnahme von Anthocyanen durch Beerenkonsum kann in 
einer Verzehrsportion mehrere 10 bis 100 mg betragen [Wu et al., 2006]. Im Darm sind 
dennoch lokal erhöhte Konzentrationen möglich, so zeigten Kahle et al. (2006), dass 
Polyphenole aus Beeren den Kolon zu einem hohen Anteil unmetabolisiert erreichen können. 
Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die effektiven Wirkkonzentrationen der 
polyphenolreichen Extrakte (50 – 180 µg/ml) bzw. nach einer möglichen Deglykosylierung 
freigesetzter Anthocyanidine (100 nM – 100 µM), erreicht werden können und diese daher 
von Interesse für einen möglichen chemopräventiven Einsatz sein könnten. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit identifizieren somit die anthocyanreichen Extrakte und 
Delphinidin als potente Breitbandhemmstoffe von RTK im isolierten und zellulären System. 
Als herausragende Wirkqualität der Extrakte und Delphinidin muss die vollständige 
Hemmung der Aktivität des für die Lymphangiogenese relevanten VEGFR3 genannt werden. 
Das in den Extrakten als Glykosid enthaltene Aglykon Delphinidin konnte des Weiteren als 
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potente Einzelverbindung identifiziert werden, die dem ErbB3-Rezeptor nachgeschaltete 
Signalelemente modulieren kann. Es zeigte sich dabei die Weiterleitung eines pro-
apoptotischen Signales auf Akt in Konzentrationen der ErbB3-Rezeptorhemmung sowie in 
geringen Konzentrationen in Form einer Erhöhung der GSK3β. Delphinidin reduzierte 
darüber hinaus die Menge des ErbB3-Rezeptors auf Protein- und Transkriptionsebene und 
scheint damit über einen weiteren Mechanismus Einfluss auf das ErbB-Rezeptor-System zu 
nehmen. Ferner konnte Delphinidin die Genexpression, mit der humanen Angiogenese 
assoziierter Gene, in eine anti-angiogenetische Richtung verschieben. Delphinidin stellt sich 
daher als vielversprechende, chemopräventive Verbindung mit anti-angiogenetischer und anti-
lymphangiogenetischer Potenz heraus. 
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4.3. In vivo-Studie der Mechanismen der anthocyanreichen Extrakte 
Anthocyane und anthocyanreiche Extrakte zeigten vielversprechende chemopräventive 
Wirkungen in Tiermodellen der gastrointestinalen Kanzerogenese [Hagiwara et al., 2001; 
Harris et al., 2001; Cooke et al., 2006a; Misikangas et al., 2007]. 
Das ApcMin-Mausmodell ist ein Modell der humanen kolorektalen Kanzerogenese. Patienten 
der familiären adenomatösen Polyposis (FAP; s. Kapitel 2.2) tragen eine Keimbahnmutation 
des APC-Gens. Die FAP ist durch das Auftreten kolorektaler Polypen gekennzeichnet, die 
sich zu Karzinomen entwickeln können. Die Mehrzahl der sporadischen Kolonkarzinome 
zeigt ebenso eine somatische Mutation dieses Gens. Daher kann das ApcMin-Mausmodell 
sowohl als geeignetes Modell der Kolonkanzerogenese für FAP-Patienten als auch für nicht 
FAP-Patienten angesehen werden. 
Der anthocyanreiche Extrakt Mirtocyan konnte durch 0,3 % Supplementierung mit der 
Nahrung eine ~ 30 % Reduzierung der Tumoranzahl und Tumorlast (Tumorvolumen) im 
ApcMin-Mausmodell bewirken [Cooke et al., 2006a]. Auch Oenocyanin verminderte die 
Tumorlast im ApcMin-Mausmodell um die Hälfte und zeigte eine nichtsignifikante 
Verringerung der Anzahl der Adenome [Cai et al., eingereicht]. 
Darauf aufbauend wurde im Rahmen dieser Dissertation der Frage nach dem 
chemopräventiven Wirkmechanismus auf zellulärer Ebene durch die anthocyanreichen 
Extrakte Mirtocyan und Oenocyanin und dem isolierten Anthocyanidin Cyanidin in vivo 
nachgegangen. Die Studie fand über einen Zeitraum von 4 (Mirtocyan, Cyanidin) bzw. 12 
Wochen (Oenocyanin) im ApcMin-Mausmodell statt. Da die Extrakte potent die Aktivität 
verschiedener mit der Kanzerogenese assoziierten ErbB-Rezeptoren in vitro hemmten (s. 
Kapitel 4.2.10), wurde im ersten Schritt der Untersuchungen die Expression der ErbB-
Rezeptoren EGFR und ErbB2 in Lysaten der Mukosa und der Adenome der ApcMin-Maus 
untersucht.  
Die Erfassung der ErbB-Rezeptoren im Kolongewebe der ApcMin-Maus sollte mittels Western 
Blot Analyse erfolgen. Um die Methodik der Untersuchungen zu kontrollieren, wurden 
Zelllysate einer aus der ApcMin-Maus etablierten Zelllinie APC10.1 sowie die humanen 
Kolonzelllinien HT29 und HCT116 mitgeführt. Abbildung 71 zeigt die Ergebnisse der 
Western Blot Analyse der Expression der ErbB-Rezeptoren in ApcMin-Maus Gewebelysaten 
und in Kontroll-Zelllysaten. Als Beladungskontrolle wurde in den in vivo-Untersuchungen das 
endogene Protein Actin mitgeführt. 
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Abbildung 71: Repräsentative Western Blot Analyse der Expression der ErbB-Rezeptoren in 
verschiedenen Zell- und Gewebelysaten (n = 2, mit gleichem Ergebnis). Für Probe 1 – 3 wurden 
100 µg Gesamtprotein aufgetragen, Probe 4, 5: 200 µg Gesamtprotein. 
Die Expression der ErbB-Rezeptoren konnte im ApcMin-Maus Gewebe nicht erfasst werden 
(Abbildung 71, Bande 4, 5). Konsistent mit den Ergebnissen der Gewebelysate konnte in der 
ApcMin-Maus Zelllinie (Bande 1) ebenso keine Expression der Rezeptoren erfasst werden. 
Dahingegen zeigten die mitgeführten Kontrollzelllysate der HT29- und HTC116-Zellen 
(Bande 2, 3) die Expression des EGFR und ErbB2-Rezeptors. Auch in weiteren Versuchen, 
nach Erhöhung der Proteinmenge des Gewebe-Zelllysates auf 300 µg/Bande, konnte keine 
Expression der ErbB-Rezeptoren detektiert werden (Daten nicht gezeigt).  
Zur Aufkonzentrierung des Zielproteins EGFR wurde nachfolgend eine Immunopräzipitation 
durchgeführt. Dabei wurden 1000 µg Protein aus ApcMin-Maus Mukosa- bzw. aus  
ApcMin-Maus Adenomproben mit einem spezifischen EGFR-Antikörper präzipitiert. Die 
beiden zuvor untersuchten humanen Kolonkarzinomzellen wurden ebenso mitgeführt. Auch 
hier konnte der EGFR mit der gewählten Methode im ApcMin-Maus Gewebe nicht detektiert 
werden, wohingegen die Kontrollzelllinien eine Expression des EGFR anzeigten (Daten nicht 
gezeigt). 
Im Folgenden wurden mögliche Effekte der Testsubstanzen auf Elemente wichtiger 
Signaltransduktionskaskaden mit Bedeutung für die Kanzerogenese untersucht. Dazu wurde 
eine Western Blot Methode zur Erfassung der nachgeschalteten Zielproteine Akt, ERK und 
dessen phosphorylierter Form (pERK) etabliert.  
Akt gilt als Schlüsselelement der Aktivierung des PI3K-Signalweges (s. Kapitel 2.5.2). Die 
extrazellulär regulierte Proteinkinase ERK stellt hingegen einen Schlüsselregulator der 
MAPK-Kaskade dar. Beide Signalwege können über vorgeschaltete RTK, wie die ErbB-
Rezeptoren reguliert werden (s. Kapitel 2.5).  
Die ApcMin-Mäuse erhielten über einen Zeitraum von 4 Wochen 0,3 % Mirtocyan bzw. 0,1 % 
Cyanidin in der Nahrung. Die Ergebnisse der Modulation von ERK durch Mirtocyan und 
Cyanidin in Adenomen des Kolons der ApcMin-Mäuse sind in Abbildung 72 dargestellt.  
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Abbildung 72: Western Blot Analyse von ERK und pERK in Gewebelysaten gewonnen aus ApcMin-
Maus Kolonadenomen nach Gabe von 0,3 % Mirtocyan bzw. 0,1 % Cyanidin für 4 Wochen. MW ± 
SD bzw. Range von n = 2 – 3, bezogen auf Adenome der unbehandelten Kontrolltiere. Student’s t-test 
(bezogen auf Adenome der unbehandelten Kontrolltiere), *: p < 0,05, **: p < 0,01. 
Da im ApcMin-Mausmodell die Hauptmenge der Adenome im Dünndarm und nicht im Kolon 
entsteht, stand für diese Untersuchungen nur eine begrenzte Anzahl an Proben zur Verfügung 
(n = 2 – 3). Im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen wurde ein signifikanter Rückgang 
der Phosphorylierung von ERK bei Behandlung mit Mirtocyan auf 19,7 ± 20,0 % deutlich. 
Ebenso verringerte sich durch Cyanidin-Gabe die aktive Form pERK signifikant auf 
61,4 ± 33,0 %. Der endogene Status des Proteins ERK wurde durch beide Substanzen nicht 
signifikant moduliert. 
Abbildung 73 gibt die Untersuchungen der Dünndarmadenome wieder. Mirtocyan konnte 
nach 4 Wochen Behandlung einen signifikanten und potenten Rückgang der 
Phosphorylierung von ERK in den Dünndarmadenomen auf 23,3 ± 7,5 % bewirken. Cyanidin 
inhibierte die Phosphorylierung von ERK in einem geringeren Ausmaß, jedoch ebenso 
signifikant auf 59,3 ± 11,7 %. Durch beide Substanzen wurde der endogene Proteinstatus von 
ERK nicht signifikant moduliert, unterlag jedoch stärkeren Schwankungen.  
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Abbildung 73: Western Blot Analyse von ERK und pERK in Gewebelysaten gewonnen aus ApcMin-
Maus Dünndarmadenomen nach Gabe von 0,3 % Mirtocyan bzw. 0,1 % Cyanidin für 4 Wochen. MW 
± SD von n = 4, bezogen auf Adenome der unbehandelten Kontrolltiere. Student’s t-test (bezogen auf 
Adenome der unbehandelten Kontrolltiere), *: p < 0,05, ***: p < 0,005. 
Zudem konnten Proben einer 12 Wochen Studie an ApcMin-Mäusen, in welcher 0,3 % 
Oenocyanin in der Nahrung gegeben wurde, im Rahmen dieser Dissertation untersucht 
werden [Cai et al., eingereicht]. Es standen innerhalb der Untersuchung Adenome des 
Dünndarms der ApcMin-Mäuse zur Verfügung.  
Durch Oenocyanin erfolgte keine Modulation des endogenen Status von ERK. Die 
Phosphorylierung von ERK wurde signifikant auf 83,8 ± 14,4 % in Bezug zur unbehandelten 
Kontrolle reduziert. Eine hochsignifikante Reduzierung der Proteinmenge von Akt auf 
44,7 ± 22,5 % wurde nach Oenocyaninbehandlung sichtbar (s. Abbildung 74). 
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Abbildung 74: Western Blot Analyse von ERK und pERK in Gewebelysaten gewonnen aus ApcMin-
Maus Dünndarmadenomen nach Gabe von 0,3 % Oenocyanin für 12 Wochen. MW ± SD von n = 5, 
bezogen auf Adenome der unbehandelten Kontrolltiere. Student’s t-test (bezogen auf Adenome der 
unbehandelten Kontrolltiere), **: p < 0,01, ***: p < 0,005. 
In der hier vorgestellten in vivo-Studie konnte die Expression der ErbB-Rezeptoren im 
Gewebe der ApcMin-Maus nicht nachgewiesen werden. Daher stellen die ErbB-Rezeptoren 
keine geeigneten in vivo-Biomarker dieses ApcMin-Mausmodells dar. Zur Überprüfung der 
Methodik wurden Zelllinien, von denen eine ErbB-Expression bekannt ist, mitgeführt (HT29-, 
HCT116-Zellen). In diesen Zelllinien konnte erwartungsgemäß die Expression des EGFR und 
ErbB2-Rezeptors bestätigt werden. Konsistent mit den Ergebnissen der Gewebeproben des 
ApcMin-Mausmodells zeigte sich in der etablierten Zelllinie APC10.1 ebenso eine fehlende 
Expression der ErbB-Rezeptoren. Die Erhöhung der Proteinmenge, die Testung verschiedener 
EGFR-Antikörper sowie die Aufkonzentrierung der Zielproteine mittels Immunopräzipitation 
erbrachten des Weiteren keine Veränderung dieses Ergebnisses.  
Die Expression des EGFR im ApcMin-Mausmodell wurde bereits beschrieben [Ritland et al., 
2000; Roberts et al., 2002; Moran et al., 2004]. Als mögliche Ursache für die hier gezeigte 
fehlende Erfassung der Rezeptoren könnten Mutationen im Bereich der Bindungsstelle der 
eingesetzten spezifischen Antikörper sein. Mutationen der Rezeptoren während der 
Kanzerogenese sind bekannt und treten häufig auf, wie beispielsweise die Mutation 
EGFRvIII, in welcher der extrazelluläre Teil des Rezeptors vollständig fehlt [Garcia de 
Palazzo et al., 1993]. Ein genetischer Drift, also die zufällige Veränderung der Gensequenz 
sowie sogenannte stille, unentdeckte Mutationen, sind in etablierten Inzuchttiermodellen 
beschrieben und könnten zu einer Veränderung der Rezeptoren geführt haben [Stevens et al., 
2007]. Eine weitere Möglichkeit könnte eine sehr geringe Expression der ErbB-Rezeptoren 
im Gewebe sein, die mit der gewählten Methode nicht zu erfassen wäre. 
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Schlüsselelemente der MAPK-Kaskade sind die extrazellulär regulierten Proteinkinasen ERK. 
Der Phosphorylierungsstatus von ERK stellt dabei ein Maß für die Aktivität der 
vorgeschalteten Signalkaskade dar. In Adenomen des Kolons und des Dünndarms der ApcMin-
Mäuse wurde die Inhibition der Aktivität von ERK durch die 4-wöchige Behandlung mit 
Mirtocyan und dem Aglykon Cyanidin beobachtet. Es wurde durch Mirtocyan konsistent in 
Dünndarm- und Kolonadenomen eine potentere Verminderung der aktivierten Form von ERK 
ersichtlich.  
Die potentere Inhibierung von pERK durch den komplexen anthocyanhaltigen Extrakt 
Mirtocyan im Vergleich zum Aglykon Cyanidin könnte durch die erhöhte chemische 
Stabilität der Anthocyane erklärbar sein [Fleschhut et al., 2006; Kern et al., 2007a]. Die 
erhöhte Stabilität des Glykosides wird durch den gebundenen Zuckerrest vermittelt, welcher 
die Degradation zum α-Diketon und nachfolgend zur Phenolsäure und zum Aldehyd 
verzögert oder verhindert (s. Kapitel 2.7.3). Der schnelle und vollständige Abbau des 
Anthocyanidins Cyanidin unter Zellkulturbedingen konnte nach 3 h gezeigt werden [Kern et 
al., 2007a]. Anthocyane liegen hingegen im humanen Plasma bei Raumtemperatur nach 4 h 
stabil vor [Giordano et al., 2007]. Des Weiteren können einzelne Substanzen des komplexen 
Extraktes sowie auch additive oder synergistische Effekte dieser Komponenten, für dessen 
potentere Hemmwirkung verantwortlich sein. 
Langzeitstudien (12 Wochen) stehen für das Aglykon Cyanidin für dieses Tiermodell nicht 
zur Verfügung, sind jedoch derzeit in Planung. Die in dieser Studie eingesetzten 
Versuchstiere zeigten nach 4 Wochen keine Veränderungen bezüglich Tumoranzahl und 
Tumorlast nach Cyanidingabe [Hong Cai, persönliche Mitteilung]. Durch 12-wöchige 
Supplementierung der Nahrung mit 0,3 % Mirtocyan verringerte sich die Tumorzahl und 
Tumorlast in ApcMin-Mäusen um 30 % [Cooke et al., 2006a]. Roberts et al. (2002) konnten im 
ApcMin-Mausmodell eine Korrelation zwischen der Verringerung der Signaltransduktion über 
den EGFR direkt mit der Verringerung der Tumoranzahl, jedoch nicht der Tumorlast, 
aufzeigen [Roberts et al., 2002]. Die Signaltransduktion über den EGFR, dem ERK 
nachgeschaltet ist, wird dabei mit Modulationen in frühen Stadien der Kanzerogene assoziiert. 
Kommt es zu einer Verminderung der aktiven Form des EGFR und dadurch innerhalb der 
Signalkaskade von ERK, so kann dies die Proliferation der Zellen verringern, woraus eine 
Abnahme in der Gesamtzahl der Adenome resultiert [Roberts et al., 2002]. Eine Verringerung 
der Aktivität von ERK könnte über eine Modulation des Rezeptorsystems vermittelt worden 
sein, auch wenn die vorgeschalteten ErbB-Rezeptoren im vorliegenden Versuch nicht erfasst 
werden konnten. In Bezug auf Roberts et al. (2002) könnte daher die Reduzierung der 
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Tumoranzahl mit einer Verringerung der EGFR-ERK-Signaltransduktion in Zusammenhang 
stehen. 
Bei der Behandlung mit Mirtocyan zeigte sich im ApcMin-Mausmodell auch eine Verringerung 
der Tumorlast. Mirtocyan konnte im Rahmen dieser Arbeit als Breitbandhemmstoff 
verschiedener mit der Kanzerogenese assoziierter RTK, in vitro identifiziert werden. In vivo 
im ApcMin-Mausmodell konnte ein spezifischer Hemmstoff (AZD2171) des VEGFR2, bei 
Gabe für 4 Wochen, ab der zehnten Woche die Tumorlast verringern [Goodlad et al., 2006]. 
Da Mirtocyan ebenso diese RTK in vitro potent in ihrer Aktivität hemmen konnte, ist ein 
möglicher Beitrag der Hemmung des VEGFR2 als mechanistische Erklärung auch in vivo 
durchaus wahrscheinlich.  
Nach 12-wöchiger Gabe von Oenocyanin (0,3 %) in der Nahrung wurde die Tumorlast im 
ApcMin-Mausmodell um die Hälfte reduziert und es zeigte sich eine nichtsignifikante 
Verringerung der Anzahl der Adenome [Cai et al., eingereicht]. In dieser Studie fand eine 
schwächere Hemmung der Phosphorylierung von ERK, im Vergleich zur Studie mit 
Mirtocyan statt. In der vorliegenden Studie mit Oenocyanin konnte keine signifikante 
Veränderung der Tumoranzahl, hingegen eine Verringerung der Tumorlast, festgestellt 
werden. Die Verringerung der Tumorlast wird mit Modulationen von relevanten 
Signalelementen der Angiogenese wie den VEGF-Rezeptoren in Verbindung gebracht 
[Goodlad et al., 2006]. Während späteren Stadien der Kanzerogenese muss ein Tumor nach 
Überschreiten eines Volumens von 1 – 2 mm3 die Bildung neuer Blutgefäße zur Versorgung 
mit Nährstoffen und Sauerstoff, veranlassen. Dies erfolgt hauptsächlich über die Aktivierung 
des VEGFR2-Systems. Da sich in der vorliegenden Arbeit Oenocyanin als potenter 
Hemmstoff der Aktivität des VEGFR2 in vitro gezeigt hat, könnte dieser Mechanismus eine 
mögliche Erklärung für die Verringerung der Tumorlast in vivo darstellen. 
Es zeigte sich demnach eine unterschiedliche Wirkung der Extrakte Mirtocyan und 
Oenocyanin in vivo im ApcMin-Mausmodell bezüglich der Reduzierung der Tumorzahl und 
Tumorlast. Damit einher ging ebenso eine unterschiedliche Modulation der zellulären 
Signalelemente ERK und Akt. Die Verringerung der Tumorzahl wird, wie oben diskutiert, mit 
Modulationen des EGFR in Verbindung gebracht. Dagegen steht die Veränderung der 
Tumorlast mit Modulationen des VEGFR-Systems in Zusammenhang. Möglicherweise 
resultiert, auf Grund der unterschiedlichen polyphenolischen Zusammensetzung der Extrakte, 
ein unterschiedliches Hemmprofil auf die relevanten Signalelemente in vivo, wofür weitere 
Untersuchungen mit einzelnen Extraktkomponenten notwendig wären.  
Die untersuchten zellulären Zielelemente ERK und Akt wurden in den vorliegenden in vivo-
Untersuchungen durch die anthocyanreichen Extrakte in ihrer Aktivität bzw. Expression 
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sensitiv verringert. Daher stellen sie möglicherweise geeignete in vivo-Biomarker der 
chemopräventiven Wirkung der Extrakte und von Polyphenolen dar. 
Die chemopräventiven Eigenschaften anthocyanreicher Präparationen werden durch Studien 
in Tiermodellen der 1,2-Dimethylhydrazin induzierten kolorektalen Kanzerogenese 
unterstützt [Hagiwara et al., 2001 und 2002]. Lala et al. (2006) zeigten nach 14-wöchiger 
Gabe von Extrakten aus Blaubeeren, Apfelbeeren und Trauben eine verringerte Entwicklung 
von abberanten Crypt Foci sowie eine Verminderung der Zellproliferation im Kolon in 
diesem Modell. Erste Hinweise für die chemopräventive Wirkung der Anthocyane im 
Menschen liegen aus klinischen Studien vor. Der Studienextrakt Mirtocyan konnte in einer 
Pilotstudie an Patienten mit kolorektalem Krebs, bei Gabe 7 Tage vor Entfernung des 
Primärtumors und Lebermetastasen, eine Verringerung der Proliferation im Tumorgewebe um 
7 % sowie einen leichten Anstieg der Apoptose im Tumorgewebe bewirken [Thomasset et al., 
2009]. Des Weiteren zeigte ein anthocyanreicher/polyphenolreicher Fruchtsaft in gesunden 
Probanden eine Reduzierung der oxidativen DNA-Schäden im Vergleich zur Kontrollgruppe 
[Weisel et al., 2006]. 
Die Bioverfügbarkeit von Anthocyanen und Anthocyanidinen wird insgesamt als gering 
eingestuft (< 0,1 %; s. Kapitel 2.7.3). Jedoch konnten im ApcMin-Mausmodell nachweisbare 
Mengen an Anthocyanen aus Mirtocyan sowie ihrer glukuronidierten und methylierten 
Metabolite im Dünndarm (8,1 µg/g Gewebe) und Urin (12,3 µg/ml) nachgewiesen werden 
[Cooke et al., 2006a]. Nach Gabe von Oenocyanin konnte im ApcMin-Mausmodell Anthocyan-
Konzentrationen im Urin vergleichbar mit denen von Mirtocyan gemessen werden. In der 
intestinalen Mukosa bewirkte Oenocyanin jedoch 100-fach höhere Anthocyan-
Konzentrationen als Mirtocyan. Bei Patienten mit kolorektalem Krebs, die Mirtocyan 
erhielten, konnten Anthocyane und deren Metabolite ebenso im Plasma, Urin und 
kolorektalem Gewebe nachgewiesen werden. Die höchsten Konzentrationen wurden dabei mit 
179 ng/g im kolorektalen Tumorgewebe gezeigt [Cai et al., eingereicht]. Die Ergebnisse 
zeigen für die Humansituation, dass im Darm Konzentrationen einer möglichen 
chemopräventiven Wirkung erreicht werden können. Zudem stellen Extrakte, die aus 
Nahrungsmitteln gewonnen werden, wie die hier eingesetzten Beerenmischungen, 
vielversprechende chemopräventive Agentien dar, da bisher keine toxikologischen Bedenken 
gegenüber einer Supplementierung vorliegen [www.nlm.nih.gov/medlineplus/druginfo/ 
natural/patient-bilberry.html].  
Zusammenfassend zeigten die Extrakte Mirtocyan und Oenocyanin im in vivo-Modell 
chemopräventive Eigenschaften. Dabei konnten die Signalelemente pERK und Akt reduziert 
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werden und stellen daher möglicherweise geeignete in vivo-Biomarker für die 
chemopräventive Wirkung anthocyanreicher Extrakte dar.  
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4.4. Gesamtdiskussion der Ergebnisse 
Tumorerkrankungen gehen oftmals mit der Fehlregulation zellulärer Signaltransduktions-
kaskaden einher. Die ersten Signalkettenelemente dieser Kaskaden sind RTK, die deshalb ein 
vielversprechendes Ziel in der Tumortherapie darstellen. Der Begriff Chemoprävention 
beschreibt den Einsatz von natürlichen Stoffen, um der Krebsentstehung vorzubeugen, ihre 
Entstehung zu verlangsamen oder sie zu unterdrücken [Sporn, 1976]. Polyphenolreiche Apfel- 
und Beerenextrakte sowie ihre charakteristischen Inhaltsstoffe konnten bereits in in vitro- und 
in vivo-Studien ein chemopräventives Potential aufweisen [Barth et al., 2005; Gossé et al., 
2005; Cooke et al., 2006a; Veeriah et al., 2006 und 2007; Fridrich et al., 2007a].  
Im Fokus der vorliegenden Arbeit stand die Frage nach dem zellulären Wirkmechanismus 
polyphenolischer Extrakte sowie des Anthocyanidins Delphinidin auf das System der RTK. 
Dazu wurden die Effekte der Testsubstanzen auf ein Spektrum mit der Kanzerogenese-
assoziierter RTK im isolierten und zellulären System untersucht. Der chemopräventive 
Wirkmechanismus anthocyanreicher Extrakte wurde abschließend im Rahmen einer  
in vivo-Studie betrachtet.  
Eine durch Polyphenole bedingte Akkumulation von H2O2 unter Zellkulturbedingungen ist 
bereits publiziert [Lapidot et al., 2002; Fridrich et al., 2007a; Kern et al., 2007a]. Diese kann 
zu experimentellen Artefakten führen, wodurch eine substanzbedingte Zuordnung der Effekte 
erschwert wird [Fridrich et al., 2007a; Kern et al., 2007a]. Daher wurde in vorangestellten 
Untersuchungen die Akkumulation von H2O2 durch die komplexen Apfelextrakte AE02 und 
den procyanidinreichen Apfelextrakt PAE sowie durch das Anthocyanidin Delphinidin im 
zellulären System der A431-Zellen untersucht. Die Testsubstanzen akkumulierten dabei 
H2O2-Konzentrationen bis maximal 3,7 ± 0,3 µM (PAE; s. Kapitel 4.1.1 und 4.2.1). Im hier 
verwendeten Zellkulturmedium MEM wurden im Vergleich zum DMEM geringere Mengen 
an H2O2 durch Inkubation mit den Testsubstanzen generiert. So konnte beispielsweise 
Delphinidin maximal 3,6 ± 0,2 µM H2O2 im MEM und ≥ 10 µM H2O2 im DMEM 
akkumulieren. Die H2O2-Produktion zeigte sich demnach im Vergleich mit bereits bekannten 
Daten als abhängig vom eingesetzten Zellkulturmedium [Fridrich et al., 2007a; Kern et al., 
2007a]. Die Produktion von H2O2 konnte jedoch durch Zugabe von Katalase (100 U/ml) 
effektiv unterdrückt werden. Daher wurden die weiteren zellulären Untersuchungen in 
Anwesenheit von Katalase durchgeführt, um rein substanzvermittelte Wirkungen zu erfassen 
und Artefakte durch H2O2 auszuschließen. 
Ergebnisse und Diskussion  Gesamtdiskussion  
- 150 - 
Nachfolgend wiesen die untersuchten Apfelextrakte im SRB-Assay marginale wachstums-
hemmende Eigenschaften in A431-Zellen unter Zugabe von Katalase auf (s. Tabelle 18). 
Fridrich et al. (2007a) zeigten eine potentere Wachstumshemmung in HT29-Zellen (mit 
Katalase) durch AE02, woraus eine Zellspezifität der Wachstumshemmung ableitbar scheint. 
Die im Rahmen dieser Dissertation erfasste Wachstumshemmung durch BA in A431-Zellen 
erfolgte in HT29-Zellen in einem vergleichbaren Konzentrationsbereich [Dissertation Diana 
Fridrich, 2008]. Die anthocyanreichen Extrakte Mirtocyan und Oenocyanin zeigten ebenso 
marginale zellwachstumshemmende Eigenschaften in A431-Zellen bei Zugabe von Katalase 
(s. Tabelle 18). Durch das Aglykon Delphinidin wurde ein wachstumshemmendes Potential 
bereits bei 100 nM in A431-Zellen ersichtlich (s. Kapitel 4.2.2). Bei 100 µM wurde das 
Wachstum hochsignifikant auf ~ 70 % der Kontrolle gesenkt. Der Vergleich zu vorher im 
Arbeitskreis durchgeführten Versuchsanordnungen von Delphinidin, Mirtocyan und 
Oenocyanin ohne Katalase in A431- und HT29-Zellen verdeutlicht eine Verstärkung der 
wachstumshemmenden Effekte durch im Zellkulturmedium generiertes H2O2 (s. Tabelle 18). 
Diese Tendenz konnten Fridrich et al. (2007a) ebenso für AE02 zeigen, jedoch deutlich 
schwächer ausgeprägt. AE02 generierte dabei die geringste H2O2-Menge, wodurch der nur 
marginale Unterschied zwischen den Inkubationen mit und ohne Katalase erklärt werden 
könnte. Die Zugabe von Katalase reduzierte in allen Versuchen die zellwachstums-
hemmenden Eigenschaften der Testsubstanzen (s. Tabelle 18). 
Tabelle 18: Vergleich der Zellwachstumshemmung im SRB-Assay durch verschiedene 
Testsubstanzen mit und ohne Zugabe von Katalase. 1Fridrich et al., 2007a; 2Dissertation Jessica Fritz, 
2008; 3Teller et al., 2009a; 4Meiers et al., 2001; (n. e.): nicht erreicht; (−): nicht gemessen; Grün 
hervorgehoben: stärkere Zellwachstumshemmung. 
Substanz Zelllinie IC50-Wert mit 
Katalase 
IC50-Wert ohne 
Katalase 
AE02 HT29-Zellen 1188 ± 35 µg/ml 1134 ± 18 µg/ml 
Mirtocyan HT29-Zellen 2bis 500 µg/ml n. e. 2176,9 ± 9,8 µg/ml 
Mirtocyan A431-Zellen 3400 µg/ml − 
Oenocyanin HT29-Zellen 2bis 500 µg/ml n. e. 2204,3 ± 8,6 µg/ml, 
Oenocyanin A431-Zellen 3bis 500 µg/ml n. e. − 
Delphinidin A431-Zellen bis 100 µM n. e. 418 ± 2 µM 
Die hier dargestellten Ergebnisse lassen den Rückschluss zu, dass im Zellkulturmedium 
generiertes H2O2 einen Beitrag an den wachstumshemmenden Eigenschaften insbesondere der 
anthocyanreichen Extrakte und Delphinidin leistete. Dadurch wird die Sensitivität zellulärer 
Untersuchungen gegenüber der Akkumulation von H2O2 unterstrichen. Ein gegensätzliches 
Ergebnis erfassten Liu et al. (2003), die einen Beitrag des generierten H2O2 an der 
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Zellwachstumshemmung von Apfelextrakten vollständig ausschlossen. Dieses Ergebnis 
wurde im Unterschied zu den hier durchgeführten Untersuchungen mit der H2O2-Methode 
nach Pick und Keisari durchgeführt, die ein Detektionslimit im DMEM von 20 µM H2O2 
aufweist. Die im Rahmen dieser Arbeit gezeigten H2O2-Konzentrationen, die wahrscheinlich 
einen Einfluss auf die zellwachstumshemmenden Eigenschaften haben, lagen unter diesem 
Detektionslimit. Hingegen bestätigen Chia et al. (2003) eine Beteiligung des generierten H2O2 
an den zellwachstumshemmenden Eigenschaften von Rotwein auf PC12-Zellen (Ratten-
Nierentumorzellen). Ebenso führten Lapidot et al. (2002) die Zellwachstumshemmung von 
Apfelextrakten partiell auf H2O2 zurück, was die hier vorliegenden Untersuchungen in ihrer 
Validität bekräftigt. Damit in den folgenden Untersuchungen dieser Arbeit ein Rückschluss 
auf substanzvermittelte Effekte gezogen werden kann und H2O2-bedingte Artefakte 
ausgeschlossen werden können, ist die Zugabe eines H2O2-abbauenden Systems wie Katalase 
essentiell. 
Im nächsten Schritt wurde die Modulation der PTK-Aktivität im isolierten System, als Maß 
für die Aktivität der RTK, mittels ELISA anhand eines Spektrums unterschiedlicher RTK 
untersucht (s. Kapitel 4.1.3 und 4.2.4). Alle getesteten Extrakte sowie Delphinidin erwiesen 
sich als potente Hemmstoffe der PTK-Aktivität für die Kanzerogenese relevanter RTK im 
isolierten System (s. Tabelle 19). Die Testsubstanzen stellten sich dabei als 
Breitbandhemmstoffe der RTK mit einem differenziertem Hemmprofil dar.  
Unter den Apfelextrakten konnte der procyanidinreiche Extrakt BA als potenterer Extrakt (mit 
Ausnahme des EGFR) im Vergleich zum Tresterextrakt AE03B, der hohe 
Quercetinglykosidgehalte enthält, identifiziert werden. Insbesondere die Hemmung des 
VEGFR3 und IGF1R durch BA erfolgte in geringeren Konzentrationen im Vergleich zu 
AE03B. Die Substanzgruppen der Procyanidine und Quercetinglykoside wurden in 
vorherigen Untersuchungen des Arbeitskreises als potente Hemmstoffe der PTK-Aktivität des 
aus A431-Zellen aufgereinigten EGFR charakterisiert [Kern et al., 2005; Fridrich et al., 
2007b]. Demnach scheint ein Beitrag dieser Substanzklassen auch an der potenten Hemmung 
weiterer RTK durchaus wahrscheinlich.  
Die anthocyanreichen Extrakte und Delphinidin zeigten eine gemeinsame Präferenz 
gegenüber der Hemmung der PTK-Aktivität des VEGFR2 sowie des EGFR (s. Tabelle 19). In 
beiden Extrakten sind Delphinidin-Glykoside enthalten. Bei Umrechnung aller Delphinidin-
Glykoside von Mirtocyan in Delphinidin-3-Glukosid ergaben sich Hemmkonzentrationen, die 
im Bereich der Hemmung durch Delphinidin lagen (s. Tabelle 13). Daher könnten 
Delphinidin-Glykoside bzw. nach einer möglichen Deglykosylierung Delphinidin einen 
Beitrag zur Hemmwirkung der Extrakte leisten.  
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Oenocyanin, welches durch erhöhte Gehalte an Malvidin-, Peonidin- und Petunidin-
Glykosiden charakterisiert ist, zeigte die potentesten Hemmwirkungen auf die untersuchten 
RTK. Da isolierte Malvidin-Glykoside den isolierten EGFR in vorherigen Untersuchungen 
nicht hemmen konnten, scheinen diese als verantwortliche Einzelsubstanzen für die potentere 
Hemmwirkung von Oenocyanin unwahrscheinlich [Meiers et al., 2001]. Zudem zeigten die 
Untersuchungen der Arbeit, dass das methoxylierte Malvidin nur eine marginale Hemmpotenz 
auf alle untersuchten RTK aufwies. Dies stellt sich konsistent mit Literaturdaten zur EGFR-
Hemmung dar [Meiers et al., 2001; Marko et al., 2004]. Die Ergebnisse legen den Schluss 
nahe, dass, wie bereits durch die Untersuchungen am EGFR gezeigt, die Anwesenheit von 
vicinalen OH-Gruppen eine essentielle Strukturvoraussetzung zur potenten Inhibition der 
PTK-Aktivität der RTK zu sein scheint [Meiers et al., 2001; Marko et al., 2004]. Durch die 
hier durchgeführten Untersuchungen konnte dieser Zusammenhang auch auf weitere RTK 
übertragen werden. 
Des Weiteren konnte das Abbauprodukt von Delphinidin, Gallussäure, keine potenten PTK-
hemmenden Eigenschaften auf die untersuchten RTK aufweisen. Untersuchungen von Kern et 
al. (2007a) bestätigen eine marginale PTK-hemmende Wirkung auf den EGFR 
(IC50 = 189 ± 15 µM). Daher scheint ein signifikanter Beitrag von Gallussäure an der 
Hemmung der PTK-Aktivität der Rezeptoren durch Delphinidin ausschließbar zu sein.  
Tabelle 19: Hemmwirkung der polyphenolreichen Extrakte sowie Delphinidin auf die PTK-Aktivität 
der rekombinanten RTK EGFR, ErbB2, VEGFR2, VEGFR3 und IGF1R als IC50-Werte [1Teller et al., 
2009a; 2Teller et al., 2009b]. Grün unterlegt: bevorzugte Hemmeffekte. 
Rekombinante 
RTK 
BA  
[µg/ml] 
AE03B 
[µg/ml] 
1Oenocyanin 
[µg/ml] 
1Mirtocyan 
[µg/ml] 
2Delphinidin 
[µM] 
EGFR 1,5 ± 0,2 ~ 1 0,8 ± 0,2  3,4 ± 0,8 1,0 ± 0,2 
ErbB2 1,8 ± 0,1 ~ 2 3,7 ± 2,3  12,1 ± 3,6 3,9 ± 1,9 
VEGFR2 ~ 2 ~ 2 0,7 ± 0,5  3,2 ± 0,4 2,8 ± 1,3 
VEGFR3 ~ 2 8,4 ± 1,1 4,6 ± 2,0 12,7 ± 0,9 10,5 ± 4,2 
IGF1R 1,7 ± 0,2 4,9 ± 2,3 3,6 ± 2,6  12,9 ± 3,6  3,4 ± 0,6  
Im intakten zellulären System spiegelt die Autophosphorylierung spezifischer Tyrosinreste 
die Aktivität der RTK wider. Die phosphorylierten Tyrosinreste sind, in ihrer Funktion als 
Bindungsstellen für Adapterproteine, entscheidend für Wechselwirkungen mit 
nachgeschalteten Signalelementen der zellulären Signaltransduktion (s. Kapitel 2.5). Wird die 
Aktivität eines Rezeptors potent unterdrückt, so kommt es nachgeschaltet zur Hemmung der 
Signalkaskade [Meiers et al., 2001; Kern et al., 2005]. Die Untersuchungen fanden im 
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zellulären System der humanen Vulvakarzinomzelllinie A431, der humanen 
Kolonkarzinomzellen HT29 und in einer Schweineaorten-Endothelzelllinie statt.  
In den hier durchgeführten Untersuchungen konnten die Apfelextrakte AE02, PAE und BA 
auch im zellulären System der A431-Zellen die Aktivität der ErbB-Rezeptoren, in Form einer 
verminderten Phosphorylierung, inhibieren (s. Tabelle 20). Ebenso wurde durch die 
anthocyanreichen Beerenextrakte sowie Delphinidin eine Hemmung des ErbB-
Rezeptorsystems in A431-Zellen ersichtlich. Ausnahmslos fand innerhalb des ErbB-Systems 
über alle Testsubstanzen hinweg die potenteste Hemmung der Autophosphorylierung am 
ErbB3-Rezeptor statt (s. Tabelle 20, rot hervorgehoben). Die Aktivität des EGFR wurde in 
Konzentrationen der Extrakte von 120 – 220 µg/ml bzw. bei 33 µM Delphinidin potent 
gehemmt. Die einzige Ausnahme hiervon ist die Hemmung des ErbB2-Rezeptors durch den 
PAE, welche sich potenter als die des EGFR darstellte.  
Tabelle 20: Einfluss der Extrakte AE02, BA, PAE, Mirtocyan und Oenocyanin sowie Delphinidin auf 
die Aktivität und Expression der ErbB-Rezeptoren im zellulären System der A431-Zellen, angegeben 
als IC50-Werte der Hemmung des phosphorylierten Rezeptors. Gleichzeitige signifikante Verringerung 
des endogenen Rezeptorstatus: #: p = 0,05; ###: p = 0,005. (−) nicht getestet. 1Teller et al., (2009a); 
2Teller et al., (2009b); 3Volker Blust, unveröffentlichte Daten. Rot hervorgehoben: herausragende 
Wirkqualität. 
In der vorliegenden Arbeit wurden die polyphenolreichen Extrakte und Delphinidin als 
potente Inhibitoren der Aktivität der ErbB-Rezeptoren im zellulären System identifiziert. 
Vorherige Untersuchungen des Arbeitskreises charakterisierten AE02 (ohne und mit Zugabe 
von Katalase) und Delphinidin (ohne Katalase) bereits als potente Hemmstoffe der Aktivität 
des EGFR in HT29-Zellen und unterstreichen somit das hier gezeigte Ergebnis [Fridrich et al., 
2007a und 2008]. 
Innerhalb des ErbB-Systems konnte für alle Testsubstanzen ein gemeinsames Hemmprofil der 
Aktivität der Rezeptoren in A431-Zellen charakterisiert werden:    
   ErbB3-Rezeptor > EGFR > ErbB2-Rezeptor  A431-Zellen 
Die durchgehend potentere Hemmung der Aktivität des ErbB3-Rezeptors könnte auf eine 
erhöhte Sensitivität des Rezeptors gegenüber polyphenolischen Substanzen hinweisen.  
Um den Einfluss von Delphinidin auf eine weitere Zelllinie zu untersuchen, wurden die 
Modulation der ErbB-Rezeptoren in HT29-Zellen mittels Western Blot Analyse betrachtet (s. 
Rezeptor AE02 
[µg/ml] 
PAE 
[µg/ml] 
BA 
[µg/ml] 
1Mirtocyan
[µg/ml] 
1Oenocyanin
[µg/ml] 
2Delphinidin
[µM] 
EGFR 265 ± 32 160 ± 25# 212 ± 60 146 ± 9 121 ± 26 33 ± 14 
ErbB2 ~ 500 ~ 100 ~ 500 184 ± 31 154 ± 27 ~ 50 
ErbB3 − ~ 10### 3~ 10 ~ 100 ~ 100 0,1### 
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Kapitel 4.2.6). Delphinidin wies in HT29-Zellen mit dem Zusatz von Katalase eine deutlich 
geringere Hemmwirkung auf die ErbB-Rezeptoren als in A431-Zellen auf. Vor allem der 
ErbB2- und der ErbB3-Rezeptor wurden in HT29-Zellen weniger potent in ihrer Aktivität 
reduziert. Die Aktivität des ErbB2-Rezeptors wurde durch Delphinidin in Konzentrationen bis 
100 µM nicht um 50 % vermindert. Der IC50-Wert der Hemmung des ErbB3-Rezeptors in 
HT29-Zellen lag in 790-fach erhöhter Konzentration im Vergleich zu A431-Zellen. Insgesamt 
stellte sich die Potenz der Hemmung der Phosphorylierung der ErbB-Rezeptoren 
folgendermaßen dar:  
       EGFR > ErbB3-Rezeptor > ErbB2-Rezeptor             HT29-Zellen 
Es wurden daher starke zelllinienspezifische Wirkungen von Delphinidin zwischen HT29- 
und A431-Zellen in Bezug auf die Potenz und die Hemmpräferenz deutlich. Dies könnte 
möglicherweise auf zellspezifische Unterschiede, wie eine unterschiedliche 
Rezeptorausstattung, zurückgeführt werden.  
Da unter Bedingungen des Kolons ein schneller Abbau der Anthocyanidine zu den 
entsprechenden Phenolsäuren bekannt ist [Keppler und Humpf, 2005; Fleschhut et al., 2006], 
wurde das Abbauprodukt Gallussäure parallel in die Untersuchungen der HT29-Zellen mit 
einbezogen. Ziel war es, einen möglichen Beitrag von Gallussäure an der Hemmwirkung von 
Delphinidin zu bestimmen. Gallussäure verminderte lediglich marginal die Aktivität des 
ErbB3-Rezeptors (s. Kapitel 4.2.6). Die Hemmkonzentration von Gallussäure betrug 200 µM, 
welche nach Kern et al. (2007a) eine Ausgangskonzentration von 1000 µM Delphinidin 
notwendig machen würde. Da die Hemmung des ErbB3-Rezeptors durch Delphinidin bei 
~ 80 µM erfolgte, scheint ein direkter Beitrag des Abbauproduktes Gallussäure an der 
Hemmwirkung von Delphinidin auf den ErbB3-Rezeptor als nicht wahrscheinlich. Bei 
exemplarischer Umrechnung des IC50-Wertes von Mirtocyan am ErbB3-Rezeptor (A431-
Zellen, 100 µg/ml) aller im Extrakt enthaltener Delphinidin-Glykoside in Delphinidin-3-
Glukosid ergibt sich eine Konzentration von ~ 33 µM. Nach Kern et al. (2007a) werden in der 
Zellkultur (DMEM) maximal 20 % Gallussäure, entsprechend ~ 7 µM, generiert. Diese 
Konzentration liegt deutlich unter der Konzentration in der eine Hemmung der Aktivität des 
ErbB3-Rezeptors stattfand. Daher scheint auch ein Beitrag von möglicherweise aus dem 
Extrakt freigesetzter Gallussäure an der Hemmpotenz der anthocyanreichen Extrakte, unter 
Einbeziehung der zelllinienspezifischen Unterschiede zwischen A431- und HT29-Zellen, als 
höchst unwahrscheinlich.  
Den ErbB-Rezeptoren sind proliferationsassoziierte Signalkaskaden, wie die MAPK-Kaskade, 
nachgeschaltet. Durch die Verringerung der Aktivität des EGFR konnte in HT29-Zellen 
bereits die Hemmung der nachgeschalteten proliferationsassoziierten MAPK-Signalkaskade 
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gezeigt werden [Kern et al., 2005]. Die Hemmung des Zellwachstums konnte mechanistisch 
mit der Verringerung der Aktivität des EGFR assoziiert werden. Die Verringerung des 
Wachstums humaner Krebszelllinien durch polyphenolreiche Extrakte bzw. procyanidinreiche 
Extrakte ist ebenso belegt [Gossé et al., 2005; Kern et al., 2005; Fridrich et al., 2007b; Miura 
et al., 2008; Pierini et al., 2008]. Für den polyphenolreichen Apfelextrakt AE02 konnte im 
Rahmen dieser Arbeit eine Zellwachstumshemmung (AE02: IC50 = 400 µg/ml) in ähnlichen 
Konzentrationen wie die potente ErbB-Rezeptorinhibition gezeigt werden (s. Abbildung 26). 
Auch die hier dargestellte Hemmung der RTK durch den PAE fand in Konzentrationen statt, 
in denen eine potente Zellwachstumshemmung in SW620-Zellen mit einem IC50 = 45 µg/ml 
PAE erfasst wurde [Gossé et al., 2005]. Ein Beitrag der Hemmung der Rezeptoren an der 
gezeigten Zellwachstumshemmung ist demnach denkbar. Die anthocyanreichen Extrakte 
führten in höheren Konzentrationen zur Reduzierung des Zellwachstums im Vergleich zur 
Modulation der Rezeptoraktivität. Delphinidin wies bereits bei 100 nM signifikante 
wachstumshemmende Eigenschaften auf (s. Abbildung 42). In dieser Konzentration erfolgte 
ebenso eine signifikante Hemmung der Aktivität des ErbB3-Rezeptors, so dass auch hier ein 
Beitrag der Rezeptorinhibition an der Zellwachstumshemmung denkbar ist. 
Die Western Blot Untersuchungen der ErbB-Rezeptoren geben zudem Hinweise darauf, dass 
die Phosphorylierung der Rezeptoren durch im Medium akkumuliertes H2O2 beeinflusst wird. 
So wurde in Konzentrationen einer substantiellen H2O2-Akkumulation eine unterschiedliche 
Sensitivität der Autophosphorylierung der Rezeptoren EGFR und ErbB2 gegenüber H2O2 
festgestellt. Dabei schien in höheren Konzentrationen (> 100 µg/ml AE02; > 50 µg/ml PAE; 
> 50 µM Delphinidin) der EGFR im Vergleich zum ErbB2-Rezeptor durch H2O2 stärker in 
seiner Autophosphorylierung beeinflusst zu werden. Durch Inkubation mit AE02 oder PAE in 
Anwesenheit von Katalase erfolgte eine geringere Hemmung der EGFR-
Autophosphorylierung. Ein solcher Effekt wurde zuvor nicht im zellulären System beobachtet 
und ist schwer zu begründen. Im Gegensatz dazu wurde unter Zugabe von Katalase durch 
Delphinidin eine potentere Hemmung der Autophosphorylierung des EGFR festgestellt, was 
ebenso Fridrich et al. (2007a) durch Apfelextrakte zeigen konnten. Eine mögliche Ursache 
könnte in einer Hemmwirkung des gebildeten H2O2 auf zelluläre Phosphatasen begründet 
sein. Eine solche Hemmung durch H2O2 wurde von De Yulia et al. (2005) belegt. Durch die 
Hemmung der Phosphatasen findet die Dephosphorylierung des aktivierten Rezeptors nicht 
mehr statt, wodurch dieser im aktivierten Zustand verbliebe [De Yulia et al., 2005]. In der 
Folge könnte eine verlängerte Signalweiterleitung über diese Rezeptoren erfolgen. Eine 
weitere Möglichkeit könnte eine veränderte Stabilität der Testsubstanzen im 
Zellkulturmedium durch Zugabe von Katalase darstellen. So erfassten Kern et al. (2007a) eine 
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erhöhte Stabilität der Phenolsäure Gallussäure im Zellkulturmedium in Anwesenheit von 
Katalase. 
Die hier vorgestellten Untersuchungen weisen innerhalb des ErbB-Rezeptorsystems eine 
hochpotente Hemmung der Aktivität des ErbB3-Rezeptors in A431-Zellen (Delphinidin: 
IC50 ~ 100 nM; PAE/BA: IC50 ~ 10 µg/ml; Mirtocyan/Oenocyanin: IC50 ~ 100 µg/ml) und die 
Verringerung des endogenen ErbB3-Rezeptorstatus (Delphinidin, PAE) auf.  
Der ErbB3-Rezeptor ist für die ihm nachgeschaltet PI3K-Signalkaskade von besonderer 
Bedeutung, da er eine zentrale Rolle bei ihrer Aktivierung einnimmt [Soltoff et al., 1994]. 
Eine Hemmung der PI3K-Kaskade ist mit einer vermehrten Apoptose verbunden. Auf Grund 
der hochpotenten Hemmung der Aktivität des ErbB3-Rezeptors durch Delphinidin in 
geringen Konzentrationen wurde die mögliche Weiterleitung eines apoptotischen Signals auf 
einzelne Elemente der PI3K-Signalkaskade untersucht (s. Kapitel 4.2.7). Dabei wurde mittels 
Western Blot Analyse in A431-Zellen eine Inhibierung der aktivierten phosphorylierten Form 
von Akt, in Konzentrationen einer potenten ErbB3-Rezeptorhemmung (~ 1 µM), gezeigt. 
Demnach scheint die Verminderung des Phosphorylierungsstatus des ErbB3-Rezeptors 
nachgeschaltet zu einer Hemmung der Akt-Aktivität zu führen. Die Weiterleitung dieses pro-
apoptotischen Signales über das Signalelement GSK3β konnte in Form eines Anstiegs der 
GSK3β in kleinen Konzentrationen (10-5 µM) gezeigt werden. Die Weiterleitung des pro-
apoptotischen Signales über die Elemente Bad und β-Catenin konnte jedoch unter den hier 
verwendeten Versuchsbedingungen nicht belegt werden und erfolgt daher möglicherweise 
über andere zelluläre Signalelemente oder innerhalb eines anderen Zeitfensters. Insgesamt 
weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass über den ErbB3-Rezeptor ein pro-apoptotisches 
Signal an nachgeschaltete Signalelemente vermittelt werden könnte. Die Hemmung des 
ErbB3-Rezeptors und nachgeschalteter Elemente des PI3K-Signalweges, wie die Reduzierung 
der phosphorylierten Form von Akt, wurde bereits durch Jung et al. (2006) für das Flavonoid 
Isoliquiritigenin belegt.  
Ebenso wurden weitere apoptotische Eigenschaften, die über verschiedenste Signalwege wie 
den NFκB-, den PI3K-Signalweg und Aktivitätsverminderungen der PKC vermittelt wurden, 
für procyanidinreiche Extrakte, Apfelextrakte, Beerenextrakte und Delphinidin gezeigt [Chen 
et al., 2005; Gossé et al., 2005; Seeram et al., 2006; Kern et al., 2007b; Stoner et al., 2007; 
Miura et al., 2008; Yun et al., 2009]. Eine Hemmung von Elementen der PI3K-Signalkaskade 
konnte für AE02 belegt werden [Diplomarbeit Ute Böttler, 2006]. Kern et al. (2007b) zeigten 
weiterhin durch AE02 über die Verringerung der Aktivität der PKC vermittelte, apoptotische 
Prozesse in HT29-Zellen. Vergleichbare Extrakte und Delphinidin zeigten sich in den hier 
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vorliegenden Untersuchungen als potente Inhibitoren der Aktivität des ErbB3-Rezeptors, der 
wie oben diskutiert, den PI3K-Signalweg beeinflussen kann. Die Hemmung der Aktivität des 
ErbB3-Rezeptors stellt daher eine mögliche mechanistische Erklärung für die in der Literatur 
beschriebenen apoptotischen Effekte polyphenolischer Extrakte und Einzelsubstanzen dar.  
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten zellulären Untersuchungen weisen darauf hin, 
dass die potenten Hemmwirkungen der Testsubstanzen auf die Rezeptoren nicht auf das 
isolierte Testsystem des ELISAs beschränkt sind und auch in der Zelle zum Tragen kommen. 
Der Vergleich der Wirkkonzentrationen der getesteten Substanzen im isolierten und zellulären 
System (s. Tabelle 20) deutet jedoch eine limitierte zelluläre Verfügbarkeit an, was in 
Übereinstimmung mit Angaben aus der Literatur ist [Kern et al., 2005; Fridrich et al., 2007a; 
Roth et al., in Vorbereitung]. Einen weiteren Grund könnten unterschiedliche Wechsel-
wirkungen der Substanz mit dem isolierten Rezeptor bzw. Rezeptordomänen im Vergleich 
zum intakten Rezeptor innerhalb der Zelle darstellen. Demnach eignet sich der ELISA als 
Screeningmethode, die Übertragbarkeit auf das zelluläre System ist jedoch limitiert. 
Wie zuvor erwähnt fand durch PAE sowie durch Delphinidin nicht nur eine Hemmung der 
Aktivität des ErbB3-Rezeptors statt; gleichzeitig wurde eine Reduzierung der endogenen 
ErbB3-Rezeptormenge festgestellt. Die Testsubstanzen wiesen daher einen dualen 
Hemmmechanismus auf (s. Kapitel 4.1.4 und 4.2.6). Delphinidin reduzierte 
konzentrationsabhängig die Menge des exprimierten ErbB3-Rezeptors (s. Abbildung 59). Für 
Delphinidin konnte eine zytotoxische Wirkung nach Kurzzeitinkubation als Grund für die 
Verminderung des endogenen Rezeptorstatus ausgeschlossen werden (s. Kapitel 4.2.3). 
Zudem zeigte sich in den Konzentrationen der ErbB3-Reduzierung durch Delphinidin kein 
Effekt auf den endogenen Status des EGFR und ErbB2-Rezeptors, der im Falle einer 
zytotoxischen Wirkung ebenso reduziert werden würde. Die höchste eingesetzte 
Konzentration von PAE (200 µg/ml) bedingte am EGFR eine leichte Verminderung des 
Rezeptorstatus, was weiterer Untersuchungen bedarf. Eine Verminderung der endogenen 
Rezeptormenge durch Pflanzeninhaltsstoffe ist durch verschiedene Mechanismen, wie 
beispielweise vermehrte Endozytose, für ErbB-Rezeptoren beschrieben [Cho et al., 2005; 
Jung et al., 2006]. So ist während der Kanzerogenese die verminderte oder verlangsamte 
Endozytose der ErbB-Rezeptoren bekannt, wodurch die Rezeptoren an der Zelloberfläche 
verbleiben und ein gesetztes Signal nicht mehr abgebrochen wird. Durch das Fehlen dieses 
Regulationsmechanismus resultiert eine ständige Signaltransduktion, die beispielsweise zu 
vermehrter Proliferation führen kann [Baulida et al., 1996; Sorkin und Goh, 2008]. Daher 
könnte sich eine Verringerung der endogenen Rezeptormenge, wie hier gezeigt, während der 
Kanzerogenese als positiv darstellen. 
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Ein weiterer diskutierter Mechanismus für die Verringerung des endogenen Rezeptorstatus ist 
eine Regulation auf Transkriptionsebene. Um Effekte von Delphinidin auf 
Transkriptionsebene zu untersuchen, wurde in ausgewählten Konzentrationen, analog den 
Bedingungen des entsprechenden Western Blot Assays, eine quantitative rtPCR durchgeführt. 
Dabei zeigte sich in den Untersuchungen nach 45 min Inkubation mit Delphinidin, die analog 
zum EGFR und ErbB2-Rezeptor Western Blot (Stimulation mit EGF) durchgeführt wurden, 
keine Modulation der mRNA-Transkripte des EGFR, ErbB2- und ErbB3-Rezeptors. Dieses 
Ergebnis steht im Einklang mit dem Effekt auf den EGFR und ErbB2-Rezeptorstatus der 
Western Blot Assays, in denen ebenfalls keine Modulation der endogenen Rezeptormenge 
stattfand (s. Abbildung 69). Dahingegen wurde in den Transkriptions-Untersuchungen, die 
analog zum ErbB3-Rezeptor Western Blot (Stimulation mit Heregulin) durchgeführt wurden, 
eine Reduzierung der mRNA-Menge der Rezeptoren EGFR, ErbB2 und ErbB3 durch 20 µM 
Delphinidin erfasst. Die Verminderung des ErbB3-Rezeptors nach Delphinidin-Inkubation, 
bei Stimulierung der Signaltransduktion mit Heregulin, zeigte sich demnach konsistent 
sowohl auf Protein- als auch Transkriptionsebene. Da die Versuche mit derselben 
Inkubationszeit (45 min) durchgeführt wurden, muss diskutiert werden, ob der Rückgang der 
Proteinmenge im Western Blot direkt durch die Verringerung der mRNA-Menge zu 
begründen ist. In der Literatur wurde die Modulation der Transkriptmenge der ErbB-
Rezeptoren meist nach Langzeitinkubationen von mehreren Stunden bis Tagen bestimmt 
[Jung et al., 2006; Jeong et al., 2008], daher sind weitere Untersuchungen mit verlängerten 
Inkubationszeiten zur Verifizierung des Effektes sowie Versuche zur Aufklärung des 
Wirkmechanismus von PAE unabdingbar. 
In die beschriebenen Transkriptions-Untersuchungen wurde ebenso eine mögliche 
Modulation der Liganden EGF, VEGFa und -c mit einbezogen, da sich gezeigt hat, dass das 
System der Liganden über die Aktivität der ErbB-Rezeptoren beeinflusst werden kann [O-
Charoenrat et al., 2000; De Luca et al., 2008]. Dabei wurde eine signifikante Verringerung der 
Transkriptmenge von EGF auf 0,5 ± 0,2 durch 100 µM Delphinidin festgestellt. Eine solche 
Herunterregulierung der Transkriptmenge könnte eine zusätzliche Verringerung der Aktivität 
des ErbB-Systems nach sich ziehen, falls diese auch auf Proteinebene zum Tragen käme. Die 
Untersuchungen zeigten eine Erhöhung der VEGFc Transkription in kleinen Delphinidin-
konzentrationen (0,1 µM) unter Heregulin-Stimulation auf 1,6 ± 0,2. Yen et al. (2002) 
bestätigen, nach Bildung des ErbB2/ErbB3-Heterodimers, eine Erhöhung der mRNA-Menge 
der VEGF-Liganden. Eine Erhöhung von VEGFc würde einen unerwünschten pro-
lymphangiogenetische Effekt von Delphinidin darstellen und sollte daher auf Proteinebene 
verifiziert werden, was jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgeführt werden 
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konnte. Unter Inkubation mit Delphinidin und EGF-Stimulation wurde hingegen eine 
Verringerung der mRNA-Menge von VEGFc auf 0,7 ± 0,3 (100 µM) ersichtlich. Hemmstoffe 
des EGFR zeigten in Untersuchungen von O-Charoenrat et al. (2000) eine Verringerung der 
basalen Menge des VEGFa, -c und -d in der humanen Plattenepithelkarzinomzelllinie des 
Kopf-Hals Bereiches (HNSCC). Auch in den vorliegenden Untersuchungen erfolgte die 
Verminderung der VEGFc Transkripte in Konzentrationen einer potenten ErbB-
Rezeptorhemmung und könnte möglicherweise auf einen Regulationsmechanismus über die 
ErbB-Rezeptoren hinweisen.  
Die VEGF-Rezeptoren 2 und 3 stellen Schlüsselregulatoren der Angiogenese und 
Lymphangiogenese dar. Aufbauend auf der potenten Reduzierung der PTK-Aktivität der 
VEGF-Rezeptoren im isolierten System (s. Kapitel 4.1.3 und 4.2.4) wurden in zellulären 
Untersuchungen mittels Western Blot Analyse die möglichen Hemmwirkungen auf die 
Rezeptoren der VEGF-Familie untersucht. Tabelle 21 gibt einen Überblick über die 
Hemmeffekte der Extrakte und Delphinidin auf die RTK im zellulären System der PAE-
Zellen mit Zugabe von Katalase.  
Tabelle 21: Einfluss der Extrakte BA, Mirtocyan und Oenocyanin sowie Delphinidin auf die Aktivität 
der VEGF-Rezeptoren in PAE-Zellen, angegeben als IC50-Werte der Hemmung des phosphorylierten 
Rezeptors. 1Teller et al., (2009a); 2Teller et al., (2009b). Rot unterlegt: herausragende Wirkqualität. 
 
 
 
 
Alle getesteten Substanzen zeigten eine Verminderung der Aktivität des VEGFR2 in PAE-
Zellen. Der procyanidinreiche Extrakt BA sowie die anthocyanreichen Extrakte Mirtocyan 
und Oenocyanin als auch Delphinidin hemmten die Aktivität des VEGFR2 in einem 
vergleichbaren Konzentrationsbereich (Extrakte ~ 50 µg/ml; Delphinidin ~ 50 µM). Anti-
angiogenetische Wirkungen verschiedener Polyphenole, wie die hier gezeigte Hemmung der 
Aktivität des VEGFR2, sind durch polyphenolische Substanzen beschrieben [Lee et al., 2004; 
Labreque et al., 2005]. So bestätigten Lamy et al. (2006) ein hemmendes Potential von 
Delphinidin auf die Aktivität des VEGFR2 im zellulären System (HUVEC-Zellen) nach 18 h 
Inkubation mit einem IC50-Wert von 2 µM.  
Die Untersuchungen des Einflusses von Mirtocyan, Oenocyanin und Delphinidin auf die 
Aktivität des VEGFR3 ergaben eine potentere und vollständige Hemmung der Aktivität des 
Lymphangiogenese-regulierenden VEGFR3 durch 50 µg/ml der Extrakte bzw. 50 µM 
Delphinidin. Das untersuchte Abbauprodukt Gallussäure zeigte bis 300 µM keinen Einfluss 
Rezeptor BA 
[µg/ml] 
1Mirtocyan
[µg/ml] 
1Oenocyanin
[µg/ml] 
2Delphinidin
[µM] 
VEGFR2 ~ 50 ~ 50 ~ 50 ~ 50 
VEGFR3 ~ 50 << 50 << 50 << 50  
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auf die Aktivität des VEGFR3. Wie bereits zuvor bei den ErbB-Rezeptoren diskutiert kann 
daher der Beitrag des Abbauproduktes an der Hemmwirkung von Delphinidin und der 
anthocyanreichen Extrakten wahrscheinlich ausgeschlossen werden.  
Dahingegen erfolgte die Hemmung der Aktivität des VEGFR3 durch BA mit gleicher Potenz 
wie die des VEGFR2 (IC50-Wert ~ 50 µg/ml, s. Kapitel 4.1.5). Der procyanidinreiche 
Apfelextrakt BA zeigte, im Gegensatz zu den anthocyanreichen Extrakten und Delphinidin, 
keine vollständige Hemmung der Aktivität des VEGFR3. Im BA sind keine Anthocyane 
enthalten, daher könnte spekuliert werden, dass die hochpotente Hemmwirkung gegenüber 
dem VEGFR3 durch Anthocyane bzw. Anthocyanidine vermittelt sein könnte. Diese Theorie 
wird durch Untersuchungen bekräftigt, in denen gezeigt werden konnte, dass Delphinidin 
innerhalb eines ex vivo-Versuches die über den VEGFR3-regulierte Lymphangiogenese im 
lymphatischen Ringassay ab 10 µM potent unterdrückte [Wilko Thiele, persönliche 
Mitteilung]. Die Konzentration der potenten Hemmung der ex vivo-Lymphangiogenese lagen 
dabei in einer vergleichbaren Konzentration in der auch eine Hemmung der Aktivität des 
VEGFR3 festgestellt wurde. Demnach könnte ein Mechanismus über die Rezeptorhemmung 
möglich sein. Vergleichende Daten aus der Literatur zur Hemmung des VEGFR3 durch 
natürliche Nahrungsbestandteile liegen bisher nicht vor. Jedoch wird der Hemmung der 
Lymphangiogenese, die über den VEGFR3 reguliert wird, aktuell vermehrt Interesse 
gewidmet, da sie eine vielversprechende Strategie in der Krebstherapie zu sein scheint 
[Stacker und Achen, 2008]. 
Auf Grund der potenten Hemmung des mit der Angiogenese assoziierten VEGFR-Systems 
durch Delphinidin wurden Untersuchungen zur Modulation der Genexpression durch 
Delphinidin angeschlossen. Die Untersuchungen erfolgten nach 3 h Inkubationszeit, damit 
sich mögliche Effekte der Signaltransduktion auf Gentranskriptionsebene widerspiegeln 
können. Es zeigte sich dabei nach Inkubation mit 10 µM Delphinidin eine Hemmung der 
Expression mit der humanen Angiogenese assoziierter Gene der Ephrin-Liganden A1, A2 und 
B2, des Liganden VEGFb, des Zelloberflächenrezeptors TNFSF12, Endoglin, Laminin 
alpha 5 sowie TIMP-1 (s. Kapitel 4.2.9). Die Rolle der TIMP-1 Expression in Tumoren ist 
noch nicht vollständig geklärt, da zum einen durch eine TIMP-1 Überexpression eine 
Reduzierung des Tumorwachstums [Gomez et al., 1997], zum anderen aber auch anti-
apoptotische Eigenschaften gezeigt wurden [Guedez et al., 1998]. Daher ist eine Einordnung 
der hier dargestellten Verringerung der TIMP-1 Expression schwierig. Die erhöhte Expression 
der weiteren modulierten Gene ist während der Kanzerogenese bekannt und wird mit einer 
schlechten Prognose und Überlebensrate von Tumorpatienten in Verbindung gebracht. 
Folglich ist ihre Verringerung im Rahmen einer anti-angiogenetischen Wirkung von 
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Delphinidin als positiv zu bewerten und sollte daher durch weitere Untersuchungen auf 
Transkriptions- und Proteinebene verifiziert werden. 
Im Gesamten konnte in der vorliegenden Arbeit eine Breitbandhemmung auf ausgewählte 
RTK im isolierten und zellulären System durch Apfelextrakte, anthocyanreiche Extrakte und 
Delphinidin identifiziert werden. Die gleichzeitige Hemmung verschiedener mit der 
Kanzerogenese assoziierter RTK zeigte in der Tumortherapie vielversprechendere Erfolge als 
eine Monotherapie [Normanno et al., 2006; Engelman et al., 2007; Taberneno, 2007; Amin et 
al., 2008]. Ein Grund hierfür ist, dass in der Mehrzahl der humanen Karzinome ein komplexes 
Netzwerk an Rezeptoren exprimiert wird [Singer et al., 2004]. Die selektive Inhibition einer 
einzelnen RTK wird häufig mit der Ausbildung von Resistenzen in Verbindung gebracht. 
Dabei wird der Verlust der Signaltransduktion über weitere Wachstumsfaktorrezeptoren 
kompensiert, um so die Wachstums- und Überlebenssignale der Krebszelle aufrecht zu 
erhalten [Engelman et al., 2007; Taberneno, 2007; Amin et al., 2008]. Ein Beispiel ist der 
Tyrosinkinaseinhibitor Gefitinib, welcher spezifisch die Aktivität des EGFR reduziert. Nach 
dessen Hemmung wurde ein Wechsel zur Signaltransduktion über den VEGFR2 beobachtet. 
Einen neuen Ansatz in der Tumortherapie stellen daher Kombinationstherapien vor allem mit 
ErbB-Rezeptor- und VEGF/VEGFR-Inhibitoren dar [Morelli et al., 2006; Amin et al., 2008]. 
Die im Rahmen dieser Arbeit als Breitbandhemmstoffe der ErbB- und VEGF-Rezeptoren 
identifizierten polyphenolreichen Extrakte und Delphinidin, könnten daher möglicherwiese 
vielversprechende Agentien einer solchen Kombinationstherapie darstellen. 
Auf Grund der potenten Hemmwirkung der anthocyanreichen Extrakte auf ErbB-Rezeptoren 
in vitro sollte ein Beitrag dieser Hemmqualität, in Hinblick auf einen potentiellen 
chemopräventiven Wirkmechanismus, in vivo untersucht werden. Das chemopräventive 
Potential des anthocyanreichen Extraktes Mirtocyan in vivo im ApcMin-Mausmodell ist bereits 
beschrieben [Cooke et al., 2006a]. Cooke et al. (2006a) zeigten eine Reduzierung der 
Tumoranzahl und der Tumorlast (Tumorvolumen) um 30 % durch eine 0,3 %ige 
Supplementierung der Nahrung mit Mirtocyan. In Gewebeproben, einer 4 Wochen Studie 
dieses Tiermodells mit 0,3 % Mirtocyan- und 0,1 % Cyanidin-Supplementierung, wurde die 
ErbB-Rezeptorexpression untersucht. Die ErbB-Rezeptoren konnten in Gewebeproben des 
ApcMin-Mausmodell, trotz beschriebener Expression in der Literatur, nicht nachgewiesen 
werden (s. Kapitel 4.3). Eine mögliche Erklärung könnte eine sehr geringe Expression der 
Rezeptoren darstellen, die mit der angewendeten Methode nicht zu erfassen war. Eine weitere 
Möglichkeit könnte ein genetischer Drift oder stille Mutationen innerhalb des ApcMin-
Mausmodells darstellen, die in Inzuchtmodellen bekannt sind [Stevens et al., 2007]. In der 
Folge könnten die Rezeptoren mutiert vorliegen und wären durch die eingesetzten Antikörper 
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möglicherweise nicht mehr detektierbar. Daraufhin wurden nachgeschaltete Elemente 
proliferationsassoziierter Signalkaskaden betrachtet. In Adenomen des Kolons und des 
Dünndarms konnte konsistent eine signifikante Verminderung der aktiven phosphorylierten 
Form der extrazellulär regulierten Kinasen ERK mittels Western Blot Analyse beobachtet 
werden. Dabei wurde die potentere Hemmung durch den komplexen Extrakt ersichtlich; dies 
könnte möglicherweise in der erhöhten Stabilität des anthocyanhaltigen Extraktes Mirtocyan 
im Vergleich zum Aglykon Cyanidin begründet sein.  
Ebenso zeigte Oenocyanin (0,3 %) nach 12-wöchiger Gabe in der Nahrung eine Reduzierung 
der Tumorlast im ApcMin-Mausmodell um die Hälfte sowie eine nicht signifikante 
Verringerung der Anzahl an Adenomen [Cai et al., eingereicht]. In den im Rahmen dieser 
Dissertation vorgenommen Untersuchungen der Adenome dieser Studie wurde im Vergleich 
zur Studie mit Mirtocyan eine schwächere Hemmung der Phosphorylierung von ERK durch 
Oenocyanin sichtbar. Zusätzlich wurde in dieser Studie eine signifikante Reduzierung der 
endogenen Proteinmenge von Akt beobachtet. Akt nimmt als zentrales Signalkettenelement 
im PI3K-Signalweg eine elementare Rolle in der Regulation der Apoptose ein. Eine solche 
Verminderung von Akt könnte daher pro-apoptotische Folgen haben, welche die Reduzierung 
der Tumorlast erklären könnten.  
Roberts et al. (2002) beschreiben einen Zusammenhang zwischen der Verringerung der 
Tumoranzahl im ApcMin-Mausmodell und der Verringerung der EGFR-ERK-
Signaltransduktion. Da sich sowohl Mirtocyan als auch Oenocyanin als potente Hemmstoffe 
des EGFR in vitro gezeigt haben, könnte dieser Mechanismus eine mögliche Erklärung für die 
Verringerung der Tumoranzahl in vivo sein, auch wenn der EGFR mit der hier verwendeten 
Methode nicht zu erfassen war. Die Untersuchungen der Adenomproben des ApcMin-
Mausmodell der Mirtocyan- und Oenocyaninstudie zeigten darüber hinaus eine stärkere 
Reduzierung der phosphorylierten aktiven Form von ERK durch Mirtocyan, was gleichzeitig 
durch eine stärkere Verringerung der Tumoranzahl im ApcMin-Mausmodell begleitetet wurde. 
Dies könnte darauf hindeuten, dass die Erfassung der phosphorylierten Form von ERK mit 
einem chemopräventiven Potential der Testsubstanz korreliert werden kann und ERK daher 
ein geeigneter in vivo-Biomarker ist.  
Die Verminderung der Tumorlast konnte durch Goodlad et al. (2006) mechanistisch mit einer 
Verringerung der Signaltransduktion über den VEGFR2 in Verbindung gebracht werden. Da 
sich in der vorliegenden Arbeit Mirtocyan und Oenocyanin als potente Hemmstoffe der 
Aktivität des VEGFR2 in vitro darstellten, könnte auch dieser Mechanismus einen möglichen 
Beitrag zur Verringerung der Tumorlast in vivo leisten.  
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Vor dem Hintergrund, dass Mirtocyan und Oenocyanin in den vorangestellten in vitro-
Versuchen ein gemeinsames Hemmprofil aufwiesen, verdeutlichen die Versuche im ApcMin-
Mausmodell die komplexen Wirkweisen der Extrakte in vivo. Zu betonen ist, dass die 
Modulation von Akt lediglich in der Studie mit Oenocyanin betrachtet wurde und in 
weiterführenden Studien mit einbezogen werden sollte. Die Reduzierung der phosphorylierten 
Form von ERK konnte jedoch in beiden Versuchsreihen mit einer potenten chemopräventiven 
Wirkung der Extrakte in vivo in Verbindung gebracht werden. In weiteren Studien sollten 
daher die Modulationen von ERK und Akt als potentielle in vivo-Biomarker für die 
chemopräventive Potenz einer Testsubstanz in Betracht gezogen werden.  
Die in der Arbeit vorgestellten polyphenolreiche Apfel- und Beerenextrakte stellen 
Lebensmittelinhaltsstoffe dar, von denen bisher keine Sicherheitsbedenken gegenüber einer 
Supplementierung vorliegen [Shoji et al., 2004; Thomasset et al., 2009]. Durch den Konsum 
von kommerziell erhältlichem trübem Apfelsaft können durchschnittlich 152 – 459 µg/ml 
Polyphenole aufgenommen werden. Frisch hergestellte Säfte aus Mostäpfeln können bis zu 
970 µg/ml an Polyphenolen enthalten [Kahle et al., 2005a]. Der zum AE02, welcher in der 
vorliegenden Arbeit untersucht wurde, korrespondierende Apfelsaft enthält einen 
Polyphenolgehalt von ~ 500 µg/ml. Die Aufnahme von Anthocyanen durch Beerenkonsum 
kann in einer Verzehrsportion mehrere 10 bis 100 mg betragen [Wu et al., 2006]. Effektive 
zelluläre Wirkkonzentrationen der Rezeptorhemmung zeigten sich in Konzentrationen 
zwischen 50 µg/ml bis ~ 250 µg/ml und liegen daher im verbraucherrelevantem 
Konsumbereich. Die Bioverfügbarkeit, insbesondere der Anthocyane und Anthocyanidine, 
wird mit zumeist ~ 0,1 % insgesamt als gering eingestuft (s. Kapitel 2.7.3). Trotzdem 
scheinen die polyphenolischen Verbindungen das Tumorgewebe im Darm zu erreichen, was 
ihre Relevanz für die Chemoprävention unterstreicht. So konnten nach Gabe von 
Konzentrationen an Mirtocyan und Oenocyanin, die chemopräventive Effekte im ApcMin-
Mausmodell (0,3 % in der Nahrung) auslösten, nachweisbare Mengen an Anthocyanen sowie 
ihre glukuronidierten und methylierten Metabolite im Dünndarm und Urin nachgewiesen 
werden [Cooke et al., 2006a; Cai et al., eingereicht]. Ebenso wurden in einer Pilotstudie mit 
Patienten mit kolorektalen Karzinomen Anthocyane und deren Metabolite im Plasma, Urin 
und im kolorektalem Gewebe nach Mirtocyangabe erfasst [Cai et al., eingereicht]. Weiterhin 
zeigten Kahle et al. (2006), dass Polyphenole aus Beeren den Gastrointestinaltrakt zu einem 
hohen Anteil unmetabolisiert passieren können. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass im 
Darm effektive Wirkkonzentrationen der polyphenolreichen Extrakte erreicht werden können 
und diese daher von großem Interesse für einen möglichen chemopräventiven Einsatz sein 
könnten. 
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Zusammenfassend konnten in der vorliegenden Arbeit polyphenolreiche Extrakte sowie das 
Anthocyanidin Delphinidin in verbraucherrelevanten Konzentrationen als potente 
Hemmstoffe, mit der Kanzerogenese assoziierter RTK, identifiziert werden. Der 
Mechanismus der RTK-Hemmung leistet möglicherweise einen entscheidenden Beitrag an 
der bereits beschriebenen chemopräventiven Wirkung von polyphenolreichen Extrakten und 
Delphinidin in vivo. Es wurde eine Breitbandhemmung auf die Rezeptoren ersichtlich, wobei 
sich eine Präferenz in der Hemmung des Lymphangiogenese-regulierenden VEGFR3 und des 
ErbB3-Rezeptors durch die anthocyanreichen Extrakte, den PAE und Delphinidin darstellte. 
Delphinidin und PAE erwiesen sich gegenüber dem ErbB3-Rezeptor als duale Hemmstoffe, 
da sie sowohl dessen Aktivität als auch den endogenen Rezeptorstatus senkten. Für 
Delphinidin konnte dies auch auf Transkriptionsebene in Form einer Verminderung der 
mRNA-Menge des ErbB3-Rezeptors verifiziert werden. Insbesondere die Inhibition der 
Lymphangiogenese, und damit der Metastasierung über die Signaltransduktion des VEGFR3, 
könnte möglicherweise Anwendung in der Tumortherapie finden. In diesem Zusammenhang 
stellten sich vor allem die anthocyanreichen Extrakte und Delphinidin als mögliche potente 
anti-lymphangiogenetische Wirkstoffe im Rahmen dieser Dissertation heraus. Die 
anthocyanreichen Extrakte Mirtocyan und Oenocyanin zeigten darüber hinaus bereits in vivo 
im Tiermodell potente chemopräventive Eigenschaften in Form einer Verringerung der 
Tumoranzahl und -last [Cooke et al., 2006a; Cai et al., eingereicht]. In Gewebeproben dieser 
in vivo-Studien konnte in der vorliegenden Arbeit erfolgreich die Reduzierung bzw. 
Hemmung der Aktivität der zellwachstumsassoziierten Zielproteine Akt und ERK erfasst 
werden. Akt und ERK erweisen sich dabei als zelluläre Zielstrukturen, die sensibel durch die 
Behandlung mit den Extrakten moduliert wurden, und scheinen daher als geeignete in vivo-
Biomarker für die chemopräventive Wirkung der Testsubstanzen in weiteren Studien 
herangezogen werden zu können.  
Insgesamt zeigen die Ergebnisse der Arbeit, dass polyphenolreiche Extrakte in 
verbraucherrelevanten Konzentrationen das RTK-System, welches mit der Kanzerogenese 
assoziiert ist, hemmen und so eine mögliche chemopräventive Wirkung besitzen. 
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5. Zusammenfassung 
Im Fokus der vorliegenden Dissertation stand die Aufklärung der Wirkungen 
polyphenolreicher Apfel- und Beerenextrakte sowie einzelner Inhaltsstoffe auf ein Spektrum 
an Rezeptortyrosinkinasen (RTK). Die Modulation der Aktivität und Expression dieser mit 
der Kanzerogenese assoziierten RTK wurde hinsichtlich einer möglichen Relevanz für einen 
chemopräventiven Einsatz betrachtet.  
RTK stellen die ersten Signalkettenelemente für während der Kanzerogenese relevanter 
Signalkaskaden, wie die proliferationsassoziierte MAPK-Kaskade und die für die Apoptose 
bedeutende PI3K-Kaskade, dar. Ihre Inhibierung ist mit der Hemmung der nachgeschalteten 
Signaltransduktionskaskaden und damit einer chemopräventiven Wirkung verbunden. 
Von Bedeutung ist, dass die gezeigten Effekte der zellulären Untersuchungen eindeutig auf 
substanzvermittelte Wirkungen zurückzuführen sind. Da die Generierung von H2O2 im 
Zellkulturmedium und daraus resultierende mögliche experimentelle Artefakte bekannt sind 
[Long et al., 2000; Fridrich et al., 2007a], wurde die Untersuchung einer H2O2-Akkumulation 
im hier hauptsächlich eingesetzten Zellkulturmedium (MEM) vorangestellt. Es ergab sich eine 
geringe Produktion von H2O2 im MEM, deren potente Unterdrückung durch Zugabe von 
100 U/ml Katalase erfolgte. Darüber hinaus wurde eine marginale Zellwachstumshemmung  
in vitro in A431-Zellen durch die Apfelextrakte AE02 und BA sowie durch die 
Beerenextrakte Mirtocyan und Oenocyanin ersichtlich. Die effektive Zellwachstumshemmung 
durch die Extrakte fand in Konzentrationen von ~ 500 µg/ml statt. Delphinidin zeigte bereits 
in geringen Konzentrationen (100 nM) eine signifikante Verminderung des Wachstums.  
Im isolierten System stellten sich die untersuchten Apfel- und Beerenextrakte sowie 
Delphinidin als potente Hemmstoffe der Proteintyrosinkinase (PTK)-Aktivität des EGFR, 
ErbB2-Rezeptors, VEGFR2- und -3 sowie des IGF1R in geringen Konzentrationen (Extrakte: 
0,7 – 12,9 µg/ml bzw. Delphinidin: 1,0 – 10,5 µM) dar. Im Gegensatz dazu vermittelte das 
methoxylierte Malvidin nur marginale PTK-hemmende Eigenschaften. Als essentielle 
Strukturanforderungen einer effektiven Hemmung der PTK-Aktivität konnten daher vicinale 
OH-Gruppen identifiziert werden. Ein Beitrag des Abbauproduktes Gallussäure an den PTK-
hemmenden Eigenschaften von Delphinidin konnte ausgeschlossen werden. Als kollektive 
Wirkqualität zeigten die polyphenolreichen Extrakte und Delphinidin eine potentere 
Hemmung der PTK-Aktivität des EGFR innerhalb der getesteten Rezeptoren. Die 
anthocyanreichen Extrakte und deren Inhaltsstoff Delphinidin zeigten als weitere 
Gemeinsamkeit die bevorzugte Hemmung der VEGFR2-Aktivität. Nachfolgende Western 
Blot Untersuchungen belegten im zellulären System die aktivitätshemmenden Eigenschaften 
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der untersuchen Substanzen auf die Rezeptoren, die demnach nicht auf das isolierte System 
beschränkt scheinen. In A431-Zellen konnte für Delphinidin und alle getesteten Extrakte (bis 
auf den PAE) ein gemeinsames Wirkprofil der Rezeptorhemmung identifiziert werden: 
ErbB3-Rezeptor > EGFR > ErbB2-Rezeptor  A431-Zellen 
Ohne Ausnahme wurde der ErbB3-Rezeptor durch die polyphenolreichen Extrakte und 
Delphinidin am potentesten gehemmt, was die Sensitivität des ErbB3-Rezeptors gegenüber 
polyphenolischen Verbindungen verdeutlicht.  
Zusätzliche Untersuchungen der Modulation der ErbB-Rezeptoren in HT29-Zellen durch 
Delphinidin zeigten im Vergleich zu A431-Zellen eine zelllinienspezifische, weniger potente 
Wirkung auf die Aktivität der Rezeptoren, welche wie folgt beschrieben werden kann:  
   EGFR > ErbB3-Rezeptor > ErbB2-Rezeptor  HT29-Zellen 
Auf Grund der möglichen Degradation der Anthocyane und Anthocyanidine im Kolon 
[Keppler und Humpf, 2005; Fleschhut et al., 2006] wurde die biologische Wirksamkeit und 
der Beitrag des postulierten Abbauproduktes Gallussäure an der Potenz der 
Ausgangsverbindung Delphinidin in HT29-Zellen betrachtet. Gallussäure zeigte im zellulären 
System keine Hemmwirkung auf den EGFR und ErbB2-Rezeptor und erwies sich nur als 
marginaler Hemmstoff der Aktivität des ErbB3-Rezeptors in Konzentrationen, die 
wahrscheinlich nicht für die Hemmung durch Delphinidin relevant sind. Damit scheint ein 
Beitrag von Gallussäure an der Hemmwirkung von Delphinidin höchstwahrscheinlich 
ausschließbar zu sein. 
Aufbauend auf der potenten Hemmwirkung von Delphinidin auf die Aktivität des ErbB3-
Rezeptors in A431-Zellen erfolgte die Untersuchung des nachgeschalteten PI3K-Signalweges, 
welcher über den ErbB3-Rezeptor moduliert werden kann. Es konnte erfolgreich die 
Weiterleitung des pro-apoptotischen Signales, in Form einer Hemmung des ErbB3-Rezeptors, 
an das nachgeschaltete Schlüsselelement des PI3K-Signalweges Akt identifiziert werden. Die 
Hemmung der Aktivität von Akt erfolgte dabei in Konzentrationen, die auch am ErbB3-
Rezeptor potente, hemmende Effekte aufwiesen (~ 1 µM). Eine Weiterleitung des pro-
apoptotischen Signales, in Form einer Erhöhung der GSK3β, erfolgte in geringen 
Konzentrationen (10-5 µM). Eine pro-apoptotische Modulation weiterer nachgeschalteter 
Signalelemente von Akt,  β-Catenin und Bad, konnte nicht gezeigt werden. Die Weiterleitung 
des pro-apoptotischen Signales erfolgt demnach wahrscheinlich über weitere Signalelemente 
von Akt oder innerhalb eines anderen Zeitfensters.  
Neben der gezeigten bevorzugten Hemmung der Aktivität des ErbB3-Rezeptors wurde 
gleichzeitig eine Verringerung des endogenen ErbB3-Rezeptorlevels durch PAE und 
Delphinidin in A431-Zellen ersichtlich. PAE und Delphinidin zeigten folglich einen dualen 
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Hemmmechanismus gegenüber dem ErbB3-Rezeptor und dessen Signalgebung. Auf 
Transkriptionsebene reduzierte Delphinidin ebenso nach 45 min Inkubation und Stimulierung 
mit Heregulin, analog des ErbB3-Western Blot Assays, die Transkriptmenge der ErbB-
Rezeptoren EGFR, ErbB2 und ErbB3 signifikant. Weiterhin konnte Delphinidin die 
Transkriptmenge des Liganden EGF in hohen Konzentrationen signifikant herabsetzen. Dies 
könnte einen zusätzlichen Mechanismus darstellen, über den die Aktivität des ErbB-Systems 
vermindert werden könnte. Zudem wurde die Transkription von VEGFc, dem Ligand des 
VEGFR3, gegensätzlich moduliert, was sowohl pro- als auch anti-lymphangiogenetische 
Wirkungen haben könnte und weiterer Untersuchungen bedarf.  
Die Hemmung der Aktivität der für die Angiogenese und Lymphangiogenese wichtigen 
Rezeptoren VEGFR2 und VEGFR3 in PAE-Zellen wurde ebenso durch BA, die 
anthocyanreichen Extrakte sowie Delphinidin ersichtlich. Hervorgehoben werden muss die 
vollständige Hemmung der Aktivität des VEGFR3 durch die anthocyanreichen Extrakte und 
Delphinidin in geringen Konzentrationen (50 µg/ml bzw. 50 µM), wodurch ein möglicher 
anti-lymphangiogenetischer Einsatz von Anthocyanen und Anthocyanidinen denkbar 
erscheint. Darüber hinaus spiegelten sich die anti-angiogenetischen Eigenschaften von 
Delphinidin (10 µM) nach 3 h Inkubation in HT29-Zellen auch in einer Verminderung der 
Expression für die humane Angiogenese wichtiger Gene (Endoglin; Ephrin A1, A2, B2; 
Laminin alpha 5; TIMP-1; TNFSF12; VEGFb) wider. Die gezeigte Verminderung der 
Expression dieser Gene ist im Rahmen einer anti-angiogenetischen und damit 
chemopräventiven Wirkung von Delphinidin als positiv zu bewerten.  
Insgesamt konnte im zellulären System eine potente Breitbandhemmung des ErbB- und 
VEGF-Rezeptorsystems durch die polyphenolreichen Extrakte und das isolierte 
Anthocyanidin Delphinidin charakterisiert werden. Da sich im Kontext aktueller 
Forschungsergebnisse der klinischen Tumortherapie die gleichzeitige Hemmung mehrerer 
RTK einer selektiven Hemmung einer einzelnen RTK als überlegen zeigt, scheinen die hier 
vorgestellten Ergebnisse besonders vielversprechend zu sein. Dabei leisten die Ergebnisse 
einen elementaren Beitrag, den chemopräventiven Wirkmechanismus der polyphenolreichen 
Extrakte und Delphinidin aufzuklären. Neben dieser Breitbandhemmung wurde für alle 
untersuchten Extrakte eine Präferenz in der Hemmung der Aktivität des ErbB3-Rezeptors 
identifiziert. Die anthocyanreichen Beerenextrakte und das Anthocyanidin Delphinidin wiesen 
darüber hinaus eine herausragende Wirkqualität gegenüber der Reduzierung der Aktivität des 
Lymphangiogenese-regulierenden VEGFR3 im zellulären System auf. 
Die beschriebenen Wirkkonzentrationen im zellulären System von ~ 1 µg/ml – 500 µg/ml der 
Polyphenole können dabei durch den Konsum von beispielsweise frischem Apfelsaft 
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(Polyphenolgehalt bis zu 970 µg/ml) oder dem Verzehr von Beeren (mehrere 10 bis 100 mg 
Anthocyane/Verzehrsportion) vor allem lokal im Darm erreicht werden, so dass ein 
chemopräventiver Einsatz solcher Extrakte vielversprechend scheint. 
In vivo im ApcMin-Mausmodell war eine Erfassung der Expression der ErbB-Rezeptoren im 
Tumorgewebe nicht möglich. Jedoch konnte eine chemopräventive Wirkung der 
anthocyanreichen Extrakte Mirtocyan und Oenocyanin im ApcMin-Mausmodell erfolgreich mit 
der Verminderung der den Rezeptoren nachgeschalteten Signalelementen pERK und Akt 
korreliert werden. Dadurch wurden für weiterführende Untersuchungen zur chemopräventiven 
Wirkung polyphenolreicher Extrakte und Verbindungen wichtige potentielle in vivo-
Biomarker charakterisiert. 
Zusammenfassend ermöglichten die Untersuchungen die Aufklärung des Wirkmechanismus 
der polyphenolreichen Extrakte und Delphinidin, die als Breitbandhemmung der ErbB- und 
VEGF-Rezeptoren identifiziert wurde. Delphinidin scheint darüber hinaus weitere 
vielversprechende anti-lymphangiogenetische und anti-angiogenetische Wirkqualitäten 
aufzuweisen. Die zellulären Effekte zeigten sich in verbraucherrelevanten Konzentrationen 
und sind deshalb im Rahmen der chemopräventiven Wirkung der Extrakte und Delphinidin 
von Bedeutung. 
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6. Materialien und Methoden 
6.1. Zellkultur 
A431-Zelllinie 
Die Zelllinie A431 entstammt einem humanen Epidermoidkarzinom der Vulva. Sie wurde aus 
einem Tumor einer 85 Jahre alten Patientin etabliert [Giard et al., 1973]. Die Zellen wachsen 
in Monolayern, das heißt einschichtig, wobei die Verdopplungszeit 80 – 100 h beträgt. Der 
Karyotyp der Zelle ist hypertriploid mit 24 % Polyploidie. Die fibroplastenähnlichen Zellen 
zeigen auch nach langer Kultivierung in der Zellkultur ihre maligne Charakteristik [DSMZ]. 
Dem eingesetzten Kulturmedium Minimum essential Medium (MEM) werden 10 % 
hitzeinaktiviertes fetales Kälberserum (FKS), 1 % Penicillin/Streptomycin (PS, 10000 
Einheiten/10000 µg pro ml) sowie 1 % L-Glutamin zugesetzt. 
 
HT29-Zelllinie 
Die Zelllinie HT29 wurde 1964 aus einem primären Adenokarzinom des Kolons einer  
44-jährigen Frau kaukasischen Typs etabliert. Der Tumor, der als heterotransplantabel 
beschrieben wird, bildet gut differenzierte Tumore des ersten Grades aus. Die Zelllinie besitzt 
einen hypertriploiden Karyotyp mit 17,5 % Polyploidie. Die Verdopplungszeit der Zellen 
beträgt 40 – 60 h [von Kleist et al., 1975]. Als Kulturmedium wird Dulbecco’s modified 
Eagle Medium eingesetzt (DMEM mit 4,5 g/l Glukose, 4,0 mM L-Glutamin), mit 10 % 
hitzeinaktiviertem FKS und 1 % PS (10 000 Einheiten/10 000 µg pro ml). 
 
PAE-Zelllinie 
Die PAE-Zelllinie stellt eine aus Schweineaorten isolierte Endothelzelllinie dar. 
Charakteristisch für die Zelllinie ist die Überexpression von humanem VEGFR2 
[Waltenberger et al., 1994]. Das verwendete Kulturmedium ist Ham`s F-12, zugesetzt werden 
10 % hitzeinaktiviertes FKS und 1 % PS (10 000 Einheiten/10 000 µg pro ml). 
 
Alle verwendeten Zelllinien werden bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit 
kultiviert. 
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6.1.1. Mediumwechsel bei Monolayerkulturen 
Durch die Anreicherung von Stoffwechselprodukten im Medium sowie einer Abnahme der 
zugesetzten Nährstoffe wird je nach Zelllinie alle 3 bis 4 Tage ein Mediumwechsel 
erforderlich. Erkennbar wird dies durch einen Farbumschlag des im Medium enthaltenen 
Indikators Phenolrot von rot nach gelb. Handelt es sich dabei um eine subkonfluente 
Wachstumsphase wird das verbrauchte Medium abgesaugt, der Zellrasen einmal mit PBS 
(Phosphate buffered saline) gespült und frisches Medium zugegeben [Lindl, 2002]. 
6.1.2. Passagieren von Monolayerkulturen 
Nach Erreichen des konfluenten Wachstums entstehen bei tumor- und transformierten 
Zelllinien Second- bzw. Polylayer. Gleichzeitig sinkt bei zu hoher Zelldichte die 
Proliferationsrate der Zellen. Der Zellrasen kann sich nach Erreichen der Maximaldichte vom 
Flaschenboden ablösen, wodurch die Zellen auf Grund der überhöhten Dichte absterben 
können. Um dies zu vermeiden ist es erforderlich, die Zellen regelmäßig zu Passagieren, d. h. 
die Zelllinie unter Verdünnung weiter zu kultivieren. 
Arbeitsschritte: 
? Abziehen des vorhandenen Mediums mittels steriler Pasteurpipette.  
? Waschen des Zellrasens mit 4 – 5 ml steriler PBS-Lösung. 
? Ablösen des Zellrasens mit Trypsin-Lösung (2,5 ml für eine Kulturflasche der Größe 
175 cm2) und Inkubation bei 37 °C für 2 – 3 min (HT29-Zellen) bzw. 12 min (A431-
Zellen). Eine zu lange Einwirkzeit der Trypsin-Lösung kann zu irreversiblen Schäden 
bzw. Zelllyse führen.  
? Die Trypsininaktivierung erfolgt durch sofortiges resuspendieren mit 10 ml 10 % 
FKS-haltigem Zellkulturmedium. 
Eine ausreichende Menge an Zellsuspension wird in der Kulturflasche belassen und mit 40 ml 
(Flaschengröße 175 cm2) 10 % FKS-haltigem Medium versetzt und weiter kultiviert. Nach 
mehrmaligen Passagieren werden die Zellen in eine neue Zellkulturflasche überführt. Bei 
einer hohen Passagenzahl bzw. Kultivierungszeit können Monolayerkulturen ihre 
physiologischen Eigenschaften stark verändern, weshalb die Zelllinie nach einer 
entsprechenden Zeit verworfen und neue Zellaliquote in Kultur genommen werden sollten 
[Lindl, 2002]. 
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Reagenzien: 
10 x PBS 
1710 mM   NaCl 
100 mM   Na2HPO4 
34 mM   KCl 
18 mM   KH2PO4 
Mit H2Obidest. auffüllen, pH 7,4 einstellen; 1 x PBS verdünnte Lösungen autoklavieren. 
Lagerung bei 4 °C. 
 
Trypsin-Lösung 
500 mg   Trypsin (Rinderpankreas 3,6 U/mg, Serva) 
250 mg   EDTA 
100 ml    10 x PBS 
Mit H2Obidest. entsprechend auffüllen, über Nacht auf Eis rühren, pH-Wert einstellen (7 – 7,4), 
steril filtrieren (Porengröße 0,22 µm), Aliquote können bei -20 °C gelagert werden. 
6.1.3. Anlegen und Lagerung von Zellstocks 
Arbeitsschritte: 
? Nach Ablösen der Zellen vom Boden der Zellkulturflasche (s. Kapitel 6.1.2) werden 
diese in 10 ml 10 % FKS-haltigem Medium aufgenommen.  
? Es werden je 500 µl (2,8 ml FKS und 1,2 ml DMSO) in Kryoröhrchen vorgelegt. 
? Aufgabe von je 1 ml Zellsuspension. 
? Sofortiges Einfrieren der Zellsuspension für 24 h bei -20 °C. 
? Die anschließende Langzeitlagerung ist bei -80 °C oder in flüssigem Stickstoff 
möglich. 
6.1.4. Inkulturnahme von Zellen 
Arbeitsschritte: 
? Gefrorene Zellstocks sofort bei 37 °C im Wasserbad auftauen. 
? Versetzen der Zellen mit der 10-fachen Menge an 20 % FKS-haltigem Medium zur 
Verringerung der toxischen DMSO-Konzentration. 
? Zentrifugation der Zellsuspension bei RT für 4 min und 130 x g. 
? Abdekantieren des Überstands und resuspendieren des Zellpellets mit 5 ml 20 % FKS-
haltigem Medium. 
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? Überführen der Zellsuspension in eine Kulturflasche (25 cm2) sowie nochmalige 
Zugabe von 5 ml 20 % FKS-haltigem Medium. 
Die Zellen werden bis zum Erreichen einer konfluenten Wachstumsphase kultiviert. 
6.1.5. Zellzahlbestimmung 
Zur Bestimmung der Zellzahl wird eine Neubauer Zählkammer (Hämozytometer, s. 
Abbildung 75) verwendet. Die Zählkammer besteht aus 9 Quadraten, wobei jedes Quadrat 
eine Fläche von 1 mm2 und eine Tiefe von 0,1 mm besitzt, woraus ein definiertes Volumen 
von 0,1 µl resultiert. Durch die Vitalfärbung erscheinen lebende Zellen weiß, da sie den 
Farbstoff Trypanblau aktiv aus der Zelle transportieren können. Tote Zellen hingegen sind 
dazu nicht mehr in der Lage und erscheinen unter dem Mikroskop blau gefärbt. Beim 
Auszählen werden nur lebende Zellen innerhalb der vier Eckquadrate berücksichtigt. Es wird 
der Mittelwert der Zellen aus den Eckquadraten gebildet und mit dem Verdünnungsfaktor und 
dem Volumenfaktor multipliziert, woraus sich die Anzahl der lebenden Zellen pro Milliliter 
ergibt [Lindl, 2002]. 
 
  Viable, auszuzählende Zellen 
  Tote Zellen, nicht ausgezählt 
  Viable, nicht auszuzählende Zellen 
Abbildung 75: Schema der Neubauer Zählkammer [modifiziert nach Lindl, 2002]. Darstellung der 
vier Eckquadrate (links) und in Vergrößerung ein Eckquadrat mit lebenden (rot und weiß) und toten 
(blau) Zellen (rechts). 
Arbeitsschritte: 
? Passagierte Zellen (s. Kapitel 6.1.2) werden resuspendiert und mit einer 
entsprechenden Menge an Trypanblau-Lösung versetzt (Sigma).  
? Das Befüllen der Zählkammer erfolgt durch Anlegen der Pipettenspitze an die 
Deckglaskante, wobei die Zellsuspension ausschließlich durch Kapillarkräfte in die 
Kammer gezogen wird. 
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? Positionieren der Kammer unter dem Mikroskop, so dass die Einstellungslinien der 
Kammer gut sichtbar werden. Es werden vier Eckquadrate ausgezählt. 
6.1.6. Überprüfung auf Mykoplasmenkontamination 
Unter Mykoplasmen versteht man die kleinsten sich selbst vermehrenden Prokaryonten, 
welche einen Sterilfilter passieren können. Bei Anwesenheit von Mykoplasmen wird der 
Stoffwechsel der kultivierten Zellen beeinflusst [Drexler und Uphoff, 2002]. Daher ist eine 
regelmäßige Kontrolle der Zellen auf eine Kontamination durch Mykoplasmen von 
Bedeutung.  
Arbeitsschritte: 
? Passagierte Zellen (s. Kapitel 6.1.2) werden in geringer Dichte auf einem sterilen 
Objektträger aufgebracht, welcher sich in einer Gewebekulturschale (d = 9,2 cm) mit 
10 ml 10 % FKS-haltigem Medium befindet. 
? Kultivierung der Zellen für 24 – 48 h bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % relativer 
Luftfeuchtigkeit. 
? Entfernen des Mediums durch Abspülen der Zellen vom Objektträger mit eiskaltem 
Methanol sowie Fixierung für mindestens 15 min bei -20 °C. 
? Anfärben der Zellen mit einigen Tropfen DAPI/SR 101-Färbelösung auf dem 
Objektträger. 
Die Überprüfung auf Mykoplasmen findet mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops statt 
(Anregungswellenlänge 450 – 490 nm). Zellkerne sowie DNA erscheinen dabei blau, das 
Zytosol ist rot gefärbt. Mykoplasmen erscheinen auf Grund ihres hohen DNA-Gehaltes als 
blaue Punkte in Kernnähe oder im Zytoplasma [Lindl, 2002].  
Alle in dieser Dissertation beschriebenen Versuche wurden mit mykoplasmenfreien Zellen 
durchgeführt. 
 
Reagenzien: 
DAPI/SR 101-Lösung 
200 mM   Tris 
200 mM   NaCl 
     8 μM   DAPI (4´,6´-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid) 
   50 μM   SR 101 (Sulforhodamin 101) 
In H2Obidest. lösen und auf pH-Wert 7,6 einstellen. 
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6.2. Untersuchung des Zellwachstums  
Zellwachstumshemmende Wirkungen der Testsubstanzen werden durch den Sulforhodamin B 
(SRB)-Assay nachgewiesen. Dabei wird das Lebendprotein mittels SRB-Reagenz angefärbt. 
Das Reagenz bindet unter mild sauren Bedingungen an basische Aminosäuren der 
Zellproteine. Der Farbstoff wird durch Verschieben des pH-Wertes ins Basische (pH ~ 10) 
wieder aus den Zellproteinen gelöst und kann photometrisch bei einer Wellenlänge von 
λ = 570 nm vermessen werden [Skehan et al., 1990].  
Arbeitsschritte: 
? Ausstreuen von 10 000 A431-Zellen pro Loch in 1 ml Zellkulturmedium in eine 
24-Loch-Platte und Kultivierung für 48 h (s. Kapitel 6.1).  
? Inkubation der Zellen mit der jeweiligen Testsubstanz für 72 h, die Lösungsmittel-
konzentration (DMSO) beträgt dabei 1 % im Endansatz. 
? Abstoppen der Substanzinkubation mit 100 µl 50 %iger Trichloressigsäure (TCA).  
? Fixierung der lebenden Zellen am Plattenboden bei 4 °C für mindestens 1 h. 
? Vorsichtiges, viermaliges Waschen mit H2Obidest. zur Entfernung von Zell- und 
Mediumresten.  
? Vollständige Trocknung der 24-Loch-Platte und Anfärben der Zellen mit 250 µl 
0,4 %iger SRB-Lösung für mindestens 30 min im Dunkeln. 
? Nicht an Zellprotein gebundener Farbstoff wird durch zweimaliges Waschen mit 
H2Obidest. gefolgt von zweimaligem Waschen mit 1 %iger Essigsäure entfernt.  
? Nach vollständiger Trocknung der Platte wird der gebundene Farbstoff mittels Tris-
Base (pH ~ 10) gelöst.  
? Absorptionsphotometrische Vermessung der Proben gegen Tris-Base mittels Mikro-
titerplattenlesegerät bei einer Wellenlänge von 570 nm. 
Um den Einfluss der Testsubstanzen auf das Wachstum von A431-Zellen zu bestimmen, 
werden die Mittelwerte und Standardabweichungen der Kontroll- und Testwerte berechnet. 
Die Mittelwerte der Proben werden auf den Mittelwert der Lösungsmittelkontrolle DMSO 
bezogen. Der IC50-Wert bezeichnet die Testsubstanzkonzentration, bei der die Wachstumsrate 
50 % gegenüber der Lösungsmittelkontrolle beträgt. Die zur Bestimmung des IC50-Wertes 
benötigten Formeln sind im Formelverzeichnis aufgeführt. 
Reagenzien: 
TCA     50 %ig in H2Obidest. 
Essigsäurelösung   1 %ig in H2Obidest. 
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SRB-Lösung    0,4 %ig in 100 ml 1 %iger Essigsäurelösung 
Tris-Base (pH 10)   10 mM Tris in H2Obidest. 
6.3. Bestimmung der Zellviabilität mittels Trypanblaufärbung 
Die Bestimmung der Zellviabilität, nach Inkubation der Zellen mit der Testsubstanz, erfolgt 
mittels Trypanblaufärbung. Die geschädigten Zellen können den Farbstoff Trypanblau nicht 
mehr aktiv aus der Zelle transportieren und erscheinen unter dem Mikroskop blau gefärbt. 
Nach Auszählen der lebenden und toten Zellen mit Hilfe der Neubauer Zählkammer (s. 
Kapitel 6.1.5) kann die Zellviabilität berechnet werden. 
Arbeitsschritte: 
? A431-Zellen werden in mittleren Zellkulturschalen ausgestreut und gemäß den 
Bedingungen des Western Blot Assays kultiviert (s. Kapitel 6.6.1). 
? Die Inkubation der Zellen erfolgt ebenso an den Western Blot Assay angelehnt sowie 
die Stimulierung der Zellen mit dem jeweiligen Liganden (EGF, Heregulin; s. Kapitel 
6.6.2). 
? Der Zellrasen wird nach erfolgter Inkubation mit 5 ml warmer 1 x PBS-Lösung 
zweimal gespült, um Substanzreste zu entfernen. 
? Die A431-Zellen werden mit 1 ml Trypsin für 12 min inkubiert und anschließend von 
der Kulturschale mit 2 ml warmem 10 % FKS-haltigem Medium abgespült. 
? Eine angepasste Verdünnung der Zellen mit Trypanblau wird erstellt und lebende 
sowie tote Zellen mittels Neubauer Zählkammer ausgezählt (s. Kapitel 6.1.5).  
Die Berechnung der Zellviabilität in Prozent erfolgt in Bezug zur Lösungsmittelkontrolle 
DMSO.  
6.4. Amplex® Red Hydrogen Peroxide Assay  
Zur Bestimmung der H2O2-Konzentration im Zellkulturmedium unter Inkubations-
bedingungen wird der Amplex® Red Hydrogen Peroxide Assay (Invitrogen) herangezogen. In 
Gegenwart von Peroxidase (Horseradish peroxidase, HRP) reagiert das Amplex Red Reagenz 
(10-acetyl-3,7-Dihydroxyphenoxazine, s. Abbildung 76) in einer stöchiometrischen 1:1 
Reaktion mit H2O2 zum rot fluoreszierenden Oxidationsprodukt Resorufin, welches durch 
Fluoreszenzemission bei λ = 585 nm vermessen wird. 
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10-acetyl-3,7-Dihydroxyphenoxazin      Resorufin 
Abbildung 76: Fluoreszenzreaktion des Amplex Red Reagenz mit H2O2 bei Anwesenheit von HRP zu 
Resorufin. HRP: Horseradish peroxidase. 
Arbeitsschritte: 
? Die A431-Zellen werden in einer 24-Loch-Platte, angepasst an den in Kapitel 6.6 
beschriebenen Bedingungen, ausgestreut und kultiviert. 
? Vor der Inkubation wird das Medium abgesaugt und jedes Loch mit 1 ml 1 x PBS-
Lösung gespült. 
? Die Substanzinkubation erfolgt pro Loch in 1 ml serumfreiem Medium unter den in 
Kapitel 6.6.2 beschriebenen Bedingungen für 45 min. 
? Auf die Hälfte der Zellen wird je Experiment zusätzlich Katalase (100 U/ml) 
aufgeben. 
? Mitgeführt wird eine Standardreihe im Konzentrationsbereich zwischen 0,25 – 10 µM 
H2O2. 
? Nach Beenden der Inkubation erfolgt das Überpipettieren von je 2 x 50 µl des 
Mediumüberstands als Duplikat in eine 96-Loch-Platte. Als Blindwert wird 50 µl 
Puffer eingesetzt. 
? Start der Reaktion durch Zugabe von 50 µl „working solution“ in jedes Loch. 
? Nach 30 minütiger Inkubation im Dunklen bei RT erfolgt die Fluoreszenzmessung bei 
λ = 585 nm mittels Mikrotiterplattenlesegerät (Victor³V). 
Die Berechnung der gebildeten H2O2-Menge erfolgt mittels Microsoft Excel 2003, nach 
Abzug der Kontrolle, durch lineare Regression.  
Reagenzien: 
Alle eingesetzten Reagenzien sind dem Amplex® Red Hydrogen Peroxide Assay-Kit zu 
entnehmen. 
  
HRP 
H2O2 
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6.5. Untersuchung zur Modulation der PTK-Aktivität isolierter RTK  
Die Beeinflussung der PTK-Aktivität isolierter RTK durch unterschiedliche Testsubstanzen 
wird mittels ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) im zellfreien System untersucht 
(s. Abbildung 77). 
 
 
Abbildung 77: Testprinzip des RTK-ELISA. ABTS: 2,2'-Azinobis-3-ethylbenzthiazolin-6-
sulfonsäure; ATP: Adenosintriphosphat; P: Phosphatgruppe; POD: Meerrettichperoxidase-konjugierter 
Antikörper; RTK: Rezeptortyrosinkinase. 
Arbeitsschritte: 
? Eine 96 Loch-Platte mit hoher Proteinbindungskapazität wird mit je 100 µl PTK-
Substrat (Poly-Glutaminsäure/Tyrosin 4:1) je Loch über Nacht bei RT inkubiert. 
? Zweimaliges Waschen der Platte mit Waschpuffer.  
? Blockieren unspezifischer Bindungsstellen mit Blockingreagenz für mindestens 
30 min bei RT. 
? 2-maliges Waschen der Platte mit Waschpuffer. 
? Herstellen der Reaktionsmischung bestehend aus der Testsubstanz (in 10 % DMSO) 
und der jeweiligen Kinase (EGFR, 50 ng/Loch; ErbB2, 200 ng/Loch; IGF1R, 
50 ng/Loch; VEGFR-2, 300 ng/Loch; VEGFR-3, 50 ng/Loch) gelöst in 4 x 
Assaypuffer.  
Beschichten einer 96-Loch
Platte mit Polyglutamin - 
tyrosin (4:1) Peptid
RTK
ATP
Starten der Kinase - 
reaktion durch die RTK 
und ATP
Kopplung eines 
peroxidasekonjugierten
Phosphotyrosin -
Antikörpers 
P P
P P
POD
POD
Peroxidase-
Substrat
ABTS®
P P
PODPhotometrische Messung
bei 405 nm
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? Aufgabe von 25 µl je Loch sowie 25 µl ATP-Lösung und Inkubation bei 30 °C für 
90 min. 
? Die PTK-Reaktion wird durch Zugabe von 50 µl EDTA-Lösung gestoppt und die 
Platte anschließend 2-mal mit Waschpuffer gewaschen. 
? Zugabe eines peroxidasegekoppelten Antiphosphotyrosin Antikörpers (0,1 µg/ml) und 
Inkubation für 1 h bei 37 °C. 
? Entfernen des Antikörpers und 3-maliges Waschen mit Waschpuffer. 
? Starten der peroxidasevermittelten Farbreaktion durch Zugabe von 100 µl ABTS®-
Lösung je Loch. Die Absorption wird mittels Mikrotiterplattenlesegerät (Victor3V) bei 
λ = 405 nm vermessen. Alle Datenpunkte werden im Duplikat ermittelt. 
Die Berechnung der PTK-Aktivität erfolgt in Relation zur Lösungsmittelkontrolle DMSO. 
Reagenzien: 
ATP      160 µM gelöst in 40 mM MnCl2 
 
Antikörperlösung 
0,1 µg/ml   Antiphosphotyrosin Antikörper (PY20-hrpo; BD 
Transduction LaboratoriesTM) 
0,05 % (v/v)      Tween 20/TBS  
0,5 % (w/v)      BSA 
0,025 % (w/v)     Milchpulver 
100 µM      Na3VO4 
 
4 x Assaypuffer 
200 mM      HEPES 
100 mM     BSA 
 
Blockingreagenz    5 % (w/v) BSA in Waschpuffer 
 
EDTA Lösung    30 mM EDTA 
 
Poly-Glutaminsäure/Tyrosin-Lösung 0,2 mg/ml in 100 mM Na(CO3)2  
Auf pH 9,6 einstellen. 
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Waschpuffer     
10 mM      Tris HCl  
100 mM     NaCl 
Auf pH 8,1 einstellen. 
6.6. Untersuchung zur Modulation der ErbB-Rezeptoren und nachgeschalteter 
Signalelemente in vitro und in vivo 
Um den Einfluss der Testsubstanzen auf die Aktivität und Expression verschiedener RTK der 
ErbB-Familie sowie nachgeschalteter Signalelemente zu untersuchen werden A431- und 
HT29-Zellen unter definierten Bedingungen kultiviert und nach Substanzinkubation 
aufgearbeitet.  
Im Rahmen einer in vivo-Studie werden Gewebeproben aus Dünndarm und Kolon einer 
Tierstudie mit ApcMin-Mäusen herangezogen, um Modulationen an ausgewählten zellulären 
Signalelementen zu untersuchen. 
Zur Bestimmung der Modulation der Zielelemente wird der Proteingehalt nach Bradford 
(1976) bestimmt und die Proteine mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt (s. Kapitel 6.8). 
Anschließend werden diese mittels Semidry-Blot-Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran 
transferiert. Die Detektion erfolgt immunochemisch durch Bindung eines spezifischen 
Primärantikörpers sowie der nachfolgenden Inkubation mit einem HRP-konjugierten 
Sekundärantikörper (s. Kapitel 6.8).  
6.6.1. Kultivierung der Zellen 
Es werden 2,0 x 106 A431- bzw. 1,0 x 106 HT29-Zellen in Petrischalen (d = 10 cm) 
ausgestreut und für 72 h unter den in Kapitel 6.1 beschriebenen Bedingungen kultiviert. 
Danach wird für 24 h das Kulturmedium gegen ein im Serumgehalt reduziertes Medium 
ausgetauscht (1 % FKS). Nach weiteren 24 h erfolgt die serumfreie Substanzinkubation.  
6.6.2. Substanzinkubation 
Die Testsubstanzen werden unmittelbar vor der Inkubation im Lösungsmittel DMSO gelöst 
und entsprechend einer Endkonzentration von 1 % verdünnt. Bei jedem Versuch wird die 
Lösungsmittelkontrolle mitgeführt sowie als Positivkontrolle der spezifische EGFR-
Hemmstoff Tyrphostin AG1478 (10 µM) bzw. eine äquimolare Mischung des AG1478 mit 
dem ErbB2-spezifischen Hemmstoff Tyrphostin AG879 (5 µM) zugesetzt. Die Zellen werden 
in 6 ml serumfreiem Medium für 45 min im Brutschrank inkubiert und in den terminalen 
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15 min mit dem jeweils spezifischen Liganden stimuliert (EGF 100 ng/ml; Heregulin 
20 ng/ml). Des Weiteren wird je nach Versuchsansatz dem Inkubationsmedium 100 U/ml 
Katalase zugesetzt, um einer möglichen H2O2-Akkumulation im Zellkulturmedium 
entgegenzuwirken.  
6.6.3. Präparation der Zelllysate und der Gewebeproben  
Arbeitsschritte:  
Die folgende Aufarbeitung erfolgt auf Eis. 
? Das Medium wird verworfen und der Zellrasen bzw. die Gewebeprobe zweimal mit je 
5 ml eiskalter PBS-Lösung gespült. 
? Lysierung der Zellen durch Zugabe von 200 µl eiskaltem RIPA-Puffer. Die 
Gewebeproben werden je 50 mg mit 200 µl eiskaltem RIPA-Puffer lysiert. 
? Überführen des Zelllysates in einen Handhomogenisator (tight Pistill) und 
Homogenisieren durch 40 Hübe. 
? Zentrifugation bei 13 000 x g für 10 min (4 °C). 
? Überführen des Überstandes in ein neues Reaktionsgefäß. 
Reagenzien: 
RIPA-Puffer 
50 mM   Tris HCl 
250 mM   NaCl 
1 mM    EDTA 
1 % (v/v)   Igepal 
1 mM    NaF 
Direkt vor Verwendung zum angesetzten Puffer zugeben und nachfolgende Lagerung auf Eis. 
1 mM    Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 
1 mM    Na3VO4 
1 µM Protease Inhibitor Mix (Roche, 2 ml H2Obidest./Tablette = 25 µM) 
6.6.4. Proteinbestimmung nach Bradford 
Die photometrische Proteinbestimmung nach Bradford beruht auf der unspezifischen Bindung 
des sauren Farbstoffes Coomassie®-Brilliantblau G250 (Roth) an kationische und hydrophobe 
Seitenketten der Aminosäuren der Zellproteine. Durch die Bindung verschiebt sich das 
Absorptionsmaximum von λ = 465 nm des freien Farbstoffes auf λ = 595 nm des gebundenen 
Farbstoffes. Die Standardreihe im Konzentrationsbereich von 0,1 – 1,2 mg/ml wird mit Hilfe 
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einer BSA-Standardlösung (2 mg/ml, Pierce) erstellt. Der Proteingehalt der Proben wird durch 
lineare Regression anhand der Standardgeraden bestimmt und durch den Nullwert (10 µl 
Wasser bzw. Probenpuffer in 1 ml Bradfordreagenz) korrigiert. 
Arbeitsschritte: 
? Verdünnen der Proben mit H2Obidest. entsprechend Tabelle 22, 
? Überführen von 10 µl der Standardreihe, der Proben, H2Obidest. und des RIPA-Puffer 
als Blindwert in ein Reaktionsgefäß und versetzen mit 1 ml Bradfordreagenz, 
? Jeweils 200 µl werden als Triplikat in einer 96-Lochplatte bei λ = 595 nm im 
Mikrotiterplattenlesegerät (Victor³V) vermessen.  
Tabelle 22: Pipettierschema der BSA-Standardreihe. 
Endkonzentration 
[mg/ml] 
BSA-Standardlösung 
[µl] 
H2Obidest. 
[µl] 
0,1 10 190 
0,2 20 180 
0,4 40 160 
0,6 60 140 
0,8 80 120 
1,0 100 100 
1,2 120 80 
Reagenzien: 
Bradfordreagenz 
100 mg   Coomassie®-Brilliantblau G250  
50 ml    Ethanol 
100 ml    Phosphorsäure (85 %)  
Mit H2Obidest. auf 1 l auffüllen; 4 Wochen ruhen lassen, nachfolgend abfiltrieren. Im Dunkeln 
bei RT lagern. 
6.7. Untersuchung zur Modulation des VEGFR2 und -3 im zellulären System 
Um den Einfluss der Testsubstanzen auf die Aktivität und Expression der VEGF-Rezeptoren 
im zellulären System zu untersuchen, wird zur Aufkonzentrierung der Zielproteine eine 
Immunopräzipitation durchgeführt. Dazu werden PAE-Zellen, die mit humanen VEGFR2 
beziehungsweise murinen VEGFR3 transfiziert wurden [Kirkin et al., 2001], unter definierten 
Bedingungen kultiviert und nach Substanzinkubation aufgearbeitet. Die Auftrennung der 
Proteine erfolgt mittels SDS-Gelelektrophorese. Anschließend werden die Proteine durch ein 
Semidry-Blot-Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die immunochemische 
Detektion erfolgt durch Bindung eines spezifischen Primärantikörpers sowie der 
nachfolgenden Inkubation mit einem HRP-konjugierten Sekundärantikörper (s. Kapitel 6.8).  
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6.7.1. Kultivierung der Zellen 
Es werden 1,0 x 106 PAE-Zellen in Petrischalen (d = 20 cm) ausgestreut und für 72 h unter 
den in Kapitel 6.1 beschriebenen Bedingungen kultiviert. Danach wird für 24 h (VEGFR3) 
bzw. 48 h (VEGFR2) das Kulturmedium gegen ein serumfreies Medium ausgetauscht (0,2 % 
BSA). Nach weiteren 24 h erfolgt die serumfreie Substanzinkubation (0,2 % BSA).  
6.7.2. Substanzinkubation 
Die Testsubstanzen werden direkt vor der Inkubation in DMSO gelöst und entsprechend einer 
Endkonzentration von 1 % DMSO verdünnt. In jedem Versuch wird eine 
Lösungsmittelkontrolle mitgeführt. Die mit VEGFR2 bzw. VEGFR3 transfizierten  
PAE-Zellen werden in 5 ml serumfreien Medium (0,2 % BSA) für 60 bzw. 45 min im 
Brutschrank inkubiert und in den terminalen 8 bzw. 5 min mit dem jeweiligen spezifischen 
Liganden stimuliert (VEGFR2: VEGF 30 ng/ml; VEGFR3: VEGF-c 400 ng/ml). Des 
Weiteren wird dem Inkubationsmedium 100 U/ml Katalase (Sigma) zugegeben, um einer 
möglichen H2O2-Akkumulation im Zellkulturmedium entgegenzuwirken.  
6.7.3. Präparation der Zelllysate  
Arbeitsschritte: 
Die gesamte Aufarbeitung erfolgt auf Eis. 
? Das Medium wird verworfen und der Zellrasen zweimal mit je 20 ml eiskalter PBS-
Lösung (100 µM Na3VO4) gespült und alle PBS- und Mediumrückstände 
abgenommen. 
? Ablösen der Zellen durch Zugabe von 750 µl eiskaltem RIPA-Puffer. 
? Ziehen des Zelllysates durch eine Kanüle (d = 0,3 mm), um die DNA zu 
homogenisieren. 
? Zentrifugation bei 12 000 x g für 10 min (4 °C). 
? Überführen des Überstandes in ein neues Reaktionsgefäß. 
Reagenzien: 
RIPA-Puffer 
30 mM   Tris HCl, pH = 7,4 
150 mM   NaCl 
1 mM    EDTA 
0,5 % (v/v)   Triton-X 100 
0,5 % (w/v)   Natriumdesoxycholat 
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1 mM    NaF 
Direkt vor Verwendung zu angesetztem Puffer zugeben und nachfolgende Lagerung auf Eis. 
1 mM    PMSF 
5 mM    Na3VO4 
0,1 U/ml   Aprotinin 
6.7.4. Präzipitation der VEGF-Rezeptoren  
Arbeitsschritte:  
? Dem Zelllysat werden 8 µg Primärantikörper anti-VEGFR2 (Santa Cruz) 
beziehungsweise anti-VEGFR3 (R & D Systems) zugegeben und über Nacht bei 4 °C 
im Überkopfschüttler inkubiert. 
? Zugabe von 40 µl G-Sepharose (Amersham) je Reaktionsgefäβ und Inkubation für 4 h 
bei 4 °C im Überkopfschüttler. 
? Zentrifugation bei 4 °C für 2 min und 10 000 x g. 
? Der Überstand kann zu Kontrollzwecken bei -20 °C aufbewahrt werden. 
? 3-maliges Waschen des Zellpellets mit 600 μl eiskaltem RIPA-Puffer. 
? Das Pellet wird in 50 μl 1 x SDS Ladepuffer (Roche) resuspendiert und in einem 
8 %igem Polyacrylamidgel aufgetrennt (s. Kapitel 6.8). 
6.8. Diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat Polyacrylamidgelelektrophorese 
(diskSDS-PAGE) und Western Blot Analyse 
Die Auftrennung der Proteine erfolgt mittels diskSDS-PAGE in einem Vertikalsystem nach 
Laemmli.  
6.8.1. Polyacrylamidgelelektrophorese 
Zwei Glasplatten werden in einem Gießstand fixiert und dienen danach als Wände einer 
Kathodenpufferkammer. Die Proteine werden nach der Präparation der Zelllysate (s. Kapitel 
6.6.3 und 6.7.3) durch Zugabe von SDS und ß-Mercaptoethanol als Reduktionsmittel bei 
95 °C denaturiert. Das stark negativ geladene SDS überdeckt die Eigenladung der Proteine. 
Zur Auftrennung der denaturierten Proteine werden diese auf ein geeignetes Polyacrylamidgel 
aufgegeben und ein elektrisches Feld angelegt, wodurch die negativ geladenen Proteine zur 
Anode wandern. Die Ladungsmenge ist dabei direkt proportional zur Molekülgröße, was zu 
einer linearen Korrelation zwischen der Wanderungsgeschwindigkeit und der Molekülgröße 
führt. Zur Trennung der zu charakterisierenden Proteine wurden Trenngele mit einem 
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Polyacrylamidanteil entsprechend Tabelle 23 verwendet. Tabelle 24 zeigt das Pipettierschema 
eines Trenngels sowie des Sammelgels. 
Tabelle 23: Molekulargewicht der zu charakterisierenden Proteine sowie entsprechende Poly-
acrylamidanteile des verwendeten Trenngels. 
Zu charakterisierendes  
Protein 
Molekulargewicht 
[kDa] 
Polyacrylamidanteil  
des Trenngels [%] 
ErbB-Rezeptoren 170 − 185 7 
VEGFR2 und -3 150, 175 8 
Akt/pAkt 60 10 
Bad/pBad 23 12 
β-Catenin  46 10 
ERK/pERK 44,46 10 
GSK3β/pGSK3β 46 10 
Actin 43 10 
α-Tubulin 54 10 
Tabelle 24: Pipettierschema eines 7 %igen Trenngels sowie des Sammelgels. 
 Trenngel  
(7 %) 
Sammelgel 
(4 %) 
H2Obidest. [ml] 2,54 1,2 
1,5 M Tris (pH 8,8) [ml] 1,23 − 
1,5 M Tris (pH 8,8) [ml] − 0,5 
Acrylamid (30 %) [ml] 1,15 0,25 
SDS (10 %) [µl] 49,2 20 
APS (10 %) [µl] 24,6 20 
TEMED [µl] 2,26 2
 
Arbeitsschritte: 
? Fixieren der entfetteten Glasplatten im Gießstand des Vertikalsystems. 
? Trenngel (s. Tabelle 24) bis auf eine Höhe von etwa 5 cm (~ 3,5 ml) zwischen die 
Glasplatten pipettieren (s. Abbildung 78). Zum Ausschluss von Luftsauerstoff und zur 
Glättung der Oberfläche wird mit n-Butanol überschichtet. 
? Entfernen des n-Butanols nach vollständiger Auspolymerisation des Gels und Spülen 
mit H2Obidest.. 
? Aufgießen des Sammelgels (s. Tabelle 24), wobei ein Kamm zur Ausbildung der 
Probentaschen eingesetzt wird. 
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Abbildung 78: Schematische Darstellung eines Vertikalsystems. 
? Nach Auspolymerisation des Sammelgels vorsichtiges Entfernen des Kamms. 
? Denaturieren der Proben mit SDS-Probenpuffer für 5 min bei 95 °C.  
? Aufgabe von 40 µg Gesamtprotein pro Geltasche bei allen Proben, ausgenommen der 
Immunopräzipitation und den Proben der Tierstudie. 
? Für die Immunopräzipitation der VEGF-Rezeptoren wird die Gesamtproteinmenge 
aufgegeben. 
? Innerhalb der Tierstudie werden 30 µg Gesamtprotein für die Proteine ERK und Actin 
sowie für die restlichen Zielproteine Akt und pERK 75 µg Gesamtprotein (bzw. wie 
angegeben) pro Tasche aufgegeben.  
Zur Bestimmung des Molekulargewichts des zu untersuchenden Proteins sowie zur visuellen 
Verfolgung der elektrophoretischen Auftrennung, wird ein Proteinmolekular-
gewichtsstandard (See Blue Plus2, Invitrogen) eingesetzt. Die Elektrophorese wird nach 
Auffüllen der Elektrophoresekammer mit 1 x SDS-Laufpuffer gestartet. Die Spannung wird 
dabei auf U = 100 V eingestellt. Nach Übergang der Proteine in das Trenngel wird die 
Spannung auf U = 140 V erhöht und bis zum Ende der Auftrennung beibehalten. 
Reagenzien: 
10 x SDS-Laufpuffer 
2 M      Glycin 
250 mM     Tris HCl (pH 8,3) 
1 %      SDS 
Mit H2Obidest. auffüllen.  
 
Anode
Kathode
Kamm
Abstandhalter
Glasplatten
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Acrylamid (30 %) 
Wässrige Lösung mit 0,8 % N,N´-Methylenbisacrylamid (Roth). 
 
6 x Probenpuffer 
50 ml     0,5 M Tris (pH 6,8) 
40 ml     Glycerin 
1,24 g     SDS 
0,16 g     Bromphenolblau 
Auf 100 ml mit H2Obidest. auffüllen, direkt vor Verwendung 5 % (v/v) ß-Mercaptoethanol 
zugeben. 
 
Tris HCl (Trenngel) 
1,5 M     Tris HCl (pH 8,8) 
Tris HCl (Sammelgel) 
0,5 M     Tris HCl (pH 6,8) 
 
Ammoniumperoxidsulfat (APS)-Lösung 
10 % (w/v)    APS in H2Obidest. 
 
SDS-Lösung 
10 % (w/v)     SDS in H2Obidest. 
 
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)-Lösung (Roth) 
6.8.2. Western Blot Analyse und Detektion mittels spezifischer Antikörper 
Die aufgetrennten Proteine werden nachfolgend auf eine Nitrozellulosemembran mittels 
Semidry Blot Verfahren transferiert. Im Anschluss werden die Zielproteine auf der 
Nirtozellulosemembran durch Bindung eines spezifischen Antikörpers immunochemisch 
detektiert. Der Gehalt an α-Tubulin bzw. Actin der Proben dient als Beladungskontrolle.  
Arbeitsschritte: 
? Whatman-Papiere und Nitrozellulosemembran werden in 1 x Blottingpuffer 
equilibriert. 
Materialien und Methoden  
- 187 - 
? Drei Whatman-Papiere werden auf die Anodenseite gelegt, worauf die 
Nitrozellulosemembran und das Gel platziert und erneut drei Whatman-Papiere 
aufgelegt werden. 
? Der Semidry Elektroblotter wird durch die Kathodenseite abgeschlossen (s. Abbildung 
79). Dabei ist darauf zu achten, dass sich keine Luftblasen zwischen den Schichten 
bilden, wodurch der Proteintransfer verhindert werden kann. 
? Der Transfer erfolgt bei konstanter Stromstärke von I = 70 mA pro Gel (10 cm2) für 
75 min. 
 
 
Abbildung 79: Schematische Darstellung des verwendeten Semidry-Blotters. 
? Die Nitrozellulosemembran wird für 1 h bei RT oder über Nacht bei 4 °C in einem 
geeigneten Blockingpuffer zur Abbindung unspezifischer Bindungsstellen inkubiert. 
? Inkubation der Nitrozellulosemembran mit dem spezifischen Primärantikörper (s. 
Tabelle 25). Dieser bindet selektiv an das zu untersuchende Zielprotein in 
entsprechender Verdünnung in Blockingpuffer über Nacht bei 4 °C oder 2 h bei RT im 
Überkopfschüttler (Roto-Shake-Genie, Peqlab). 
? 3-mal je 5 min in Waschpuffer waschen. 
? Inkubation der Nitrozellulosemembran mit einem HRP-gekoppelten Sekundär-
antikörper in entsprechender Verdünnung in Blockingpuffer für 60 min bei RT im 
Überkopfschüttler. 
? 3-mal je 5 min in Waschpuffer waschen. 
? Inkubation mit LumiGlo®-Lösung (Roth) für 1 min. 
Die Detektion erfolgt mittels LAS-3000 (Image Reader, Fujifilm), die Auswertung mittels 
AIDA Image Analyser Multilabelling-Software Version 3.52. Die semiquantitative 
Whatmanpapiere
Whatmanpapiere
Gel
Nitrozellulose Membran
Anode
Kathode
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Auswertung wird in Bezug zur Lösungsmittelkontrolle (DMSO) als Test over Control (T/C) 
in [%] errechnet. 
Tabelle 25: Verdünnungsangaben der eingesetzten Primärantikörper. 
Zu 
charakterisierendes 
Protein 
Molekulargewicht 
[kDA] 
Verdünnung 
EGFR/pEGFR 170 1:1000 
ErbB2/pErbB2 185 1:1000 
ErbB3 180 1:500 
pErbB3 180 1:1000 
VEGFR2 150 1:1000 
VEGFR3  175 1:1000 
Anti-Phosphotyrosin − 1:1000 
Akt/pAkt 60 1:1000 
Bad/pBad 23 1:500 
β-Catenin/pβ-Catenin 46 1:500 
ERK/pERK 44, 46 1:500 
GSK3β/pGSK3β 46 1:500 
α-Tubulin 54 1:5000 
Actin 43 1:2000 
Reagenzien: 
Sekundärantikörper-Lösungen  
Goat anti-rabbit IgG-HRP-Antikörper  
(New England Biolabs)      1:2000 (in Blockingpuffer) 
Goat anti-mouse IgG-HRP-Antikörper  
(Santa Cruz)        1:2000 (in Blockingpuffer)  
Mouse anti-goat IgG-HRP-Antikörper  
(Santa Cruz)        1:2000 (in Blockingpuffer) 
 
20 x TBS 
2,6 M     NaCl 
0,4 M     Tris HCl (pH 7,6) 
Mit H2Obidest. auffüllen. 
 
Blockingpuffer 
5 %     Milchpulver oder BSA   
0,03 %    Tween 20 
In 1 x TBS lösen. 
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2 x Blottingpuffer 
78 mM    Glycin 
96 mM    Tris 
0,074 %    Methanol 
Mit H2Obidest. auffüllen. 
 
Waschpuffer 
250 ml    TBS 
0,03 %    Tween 20 
Auf 5 l mit H2Obidest. auffüllen.  
 
LumiGlo®-Reagenz 
3,6 ml    H2Obidest. 
0,2 ml    Reagenz A (Luminol) 
0,2 ml    Reagenz B (H2O2) 
6.9. Untersuchung der Gentranskription 
Um die Expression ausgewählter Gene, beziehungsweise deren Modulation durch die 
Testsubstanzen zu untersuchen, wird eine quantitative Real Time PCR (rtPCR) durchgeführt. 
Dazu wird nach Isolierung der RNA diese mit Hilfe Reverser Transkriptasen in cDNA 
(Complementary DNA) umgeschrieben. Nachfolgend werden durch die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) aus der cDNA ausgewählte Sequenzen in vitro amplifiziert. Die 
Quantifizierung der gewonnenen DNA durch Fluoreszenzmessungen erfolgt durch den 
Farbstoff SYBR® Green (QIAGEN). 
6.9.1. Zellinkubation der A431-Zellen 
Um die Transkriptmenge der Gene verschiedener Rezeptoren und ihrer Liganden zu 
untersuchen werden 1,0 x 106 A431-Zellen in einer mittleren Petrischale (d = 10 cm) 
ausgestreut und für 72 h (Kapitel 6.1) kultiviert. Die Testsubstanzen werden direkt vor der 
Inkubation in DMSO (Endkonzentration 1 %) in serumfreiem Medium gelöst. In jedem 
Experiment wird die Lösungsmittelkontrolle DMSO mitgeführt. Die Inkubation erfolgt für 
45 min, in den terminalen 15 min werden die Zellen durch Zugabe des spezifischen Liganden 
(EGF, Heregulin) stimuliert. Die Inkubation der Zellen erfolgt in 6 ml serumfreiem Medium 
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unter Zusatz von 100 U/ml Katalase, um einer mögliche H2O2-Akkumulation im Medium 
entgegenzuwirken.  
6.9.2. RNA-Isolierung 
Zur Präparation der RNA wird das RNeasy® Mini Kit (QIAGEN) verwendet. Im ersten 
Arbeitsschritt erfolgt die Zelllyse in einem RNaseinhibitor-haltigen Extraktionspuffer, um die 
Isolierung intakter RNA sicherzustellen. Anschließend erfolgen das Homogenisieren der 
RNA sowie die Bindung der Gesamt-RNA an eine RNeasy Silica-Membran. Nach dem 
Auswaschen von Verunreinigungen mit Puffern unterschiedlicher Salzkonzentration, wird die 
RNA in RNase-freiem Wasser von der RNeasy Mini Spin-Säule eluiert (s. Abbildung 80). 
Arbeitsschritte: 
? Entfernen des Inkubationsmediums und Spülen des Zellrasens mit 5 ml eiskalter 1 x 
PBS-Lösung. 
? Verwerfen der PBS-Lösung und Zelllyse durch Zugabe von 600 µl RLT-Puffer, 
welchem 10 µl ß-Mercaptoethanol pro 1 ml Pufferlösung zugesetzt werden. 
? Abschaben des Zellrasens mit Hilfe eines sterilen Einweg-Schabers und Überführen 
des Zelllysats in ein steriles Eppendorfgefäß (1,5 ml). 
? Homogenisieren des Zelllysats und der DNA durch 5-maliges resuspendieren durch 
eine 0,9 mm Kanüle. 
? Zugabe von 600 µl Ethanol (70 %) und Aufgabe von 700 µl der Zellsuspension auf die 
Silica-Säule. 
? Zentrifugation für 0,5 min bei 10 000 x g (RT). 
? Nach Verwerfen des Durchflusses Aufgabe der restlichen Zellsuspension auf die Säule 
und wiederholte Zentrifugation für 0,5 min mit 10 000 x g (RT). 
? Verwerfen des Durchflusses und Aufgabe von 700 µl RW1-Puffer auf die Säule.  
? Zentrifugation bei 10 000 x g für 15 s (RT) und Verwerfen des Durchflusses. 
? Aufgabe von 500 µl RPE-Puffer auf die Säule und Zentrifugation für 15 s bei 
10 000 x g (RT). Verwerfen des Durchflusses und Aufsetzen der Säule auf ein neues  
RNase-freies Reaktionsgefäß. 
? Nochmalige Aufgabe von 500 µl RPE-Puffer auf die Säule und Zentrifugation bei 
10 000 x g für 2 min und 1,5 min bei maximaler Geschwindigkeit (RT). 
? Aufsetzen der Säule auf ein RNase-freies Eppendorfgefäß und Aufgabe von 50 µl 
RNase-freiem Wasser auf die Silica-Säule.  
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? Zentrifugation für 1,5 min bei 10 000 x g (RT) und sofortige Lagerung der eluierten 
RNA auf Eis. 
Die Gehaltsbestimmung der isolierten Gesamt-RNA erfolgt bei λ = 260 nm mittels 
Nanodrop®-Spektralfotometer. Die Reinheit der gewonnenen RNA wird durch das Verhältnis 
zwischen der Absorption bei λ = 260 nm und λ = 280 nm (ratio A260: A280) bewertet, wobei 
λ = 280 nm das Absorptionsmaximum der Proteine darstellt. Eine ausreichende Reinheit ist 
bei einem A260/A280-Verhältnis von 1,9 bis 2,3 gegeben (RNeasy®, Mini Handbuch).  
Zur Überprüfung der Integrität der RNA wird nachfolgend ein RNA 6000 Pico Assays 
(©Agilent Technologies) durchgeführt (s. Kapitel 6.9.3). 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 80: Schematische Darstellung des RNeasy® Mini Verfahren (QIAGEN) [modifiziert nach 
QIAGEN Handbuch]. 
Reagenzien: 
DEPC-H2O (0,1 %) 
1 ml    DEPC 
In 1 l H2Obidest. lösen, über Nacht rühren und autoklavieren.  
 
10 x PBS 
1710 mM   NaCl 
100 mM   Na2HPO4 
34 mM   KCl 
Lyse und Homogenisierung
Zugabe von Ethanol
Binden der RNA an Säule
Waschschritte
Elution der RNA
Total RNA
Total RNA
Zellsuspension
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18 mM   KH2PO4 
Mit H2Obidest. auffüllen, pH 7,4 einstellen; 1 x PBS verdünnte Lösungen autoklavieren. 
Lagerung bei 4 °C. 
6.9.3. Agilent 6000 Pico Kit (©Agilent Technologies) 
Eine Voraussetzung für Genexpressionsanalysen ist neben der Reinheit die Integrität der 
eingesetzten RNA. Zusätzlich zur photometrische Überprüfung der RNA-Konzentration und 
Reinheit mittels Nanodrop®-Spektralphotometer wird deshalb eine Mikrogelelektrophorese 
der RNA mit dem Agilent 6000 Pico Assay im Agilent 2100 Bioanalyzer (©Agilent 
Technologies) durchgeführt (s. Abbildung 81). Hierbei wird durch eine Microfluidic Lab on a 
Chip-Technologie die RNA gelelektrophoretisch aufgetrennt. Bei diesem System wird der 
RNA-Qualität ein Zahlenwert, der RNA-Integritätsnummer (RIN)-Wert, zugeordnet. Auf 
Basis der ribosomalen Untereinheiten 28S- zu 18S-rRNA und deren Verhältnis sowie 
degradierten Abbauprodukten wird von der Agilent Expert-Software ein RIN-Wert auf einer 
Skala von 1 bis 10 ermittelt. Dabei entspricht 1 einer vollständig degradierten RNA und 10 
einer völlig intakten RNA. RNA mit einem RIN-Wert ≤ 5 sollte nicht mehr zu 
Untersuchungen herangezogen werden. 
Arbeitsschritte: 
Vor Verwendung werden alle Reagenzien auf RT equilibriert. 
Herstellung des Gels: 
? 550 μl der RNA 6000 Pico Gel Matrix auf einen Spin Filter aufgeben. 
? Zentrifugation bei 1500 x g für 10 min (RT). 
? Aliquots von je 65 µl können bei - 4 °C bis zu einem Monat gelagert werden. 
Herstellung des Gel-Dye-Mix: 
? RNA 6000 Pico Dye Konzentrat 10 s vortexen und anschließend abzentrifugieren. 
? 1 μl RNA 6000 Pico Dye Konzentrat zu 65 μl der Pico Gel Matrix geben. 
? Zentrifugation für 10 min bei 13 000 x g (RT). 
 
 
 
 
 
Abbildung 81: RNA 6000 Pico Chip (©Agilent Technologies). 
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Laden des RNA 6000 Pico Chips: 
? Einlegen des RNA 6000 Pico Chips in die Priming Station. 
? 9 μl des oben hergestellten Gel-Dye-Mixes in Position G pipettieren, Station 
schließen, Kolben drücken und 30 s warten. 
? Lösen des Kolbens, wobei dieser mindestens bis zur 0,3 ml-Marke zurückgehen 
sollte. 
? Kolben nach 5 s auf die 1 ml Position zurückziehen. 
? Öffnen der Station und Beladen der beiden rechten oberen Löcher mit je 9 μl Gel-
Dye-Mix. 
? 9 μl RNA 6000 Pico Konditionierungslösung in Position CS pipettieren. 
? In alle Probenlöcher und für die Leiter werden 5 μl RNA 6000 Pico Marker 
pipettiert. 
? 1 ng der Proben-RNA in entsprechender Verdünnung in RNase-freiem Wasser 
wird bei 70 °C für 2 min denaturiert und sofort auf Eis gelagert. 
? 1 μl der RNA 6000 Pico Leiter in das Leiter-Loch aufgeben. 
? Je 1 μl der Probe in die entsprechenden Probenlöcher pipettieren. 
? RNA 6000 Pico Chip bei 2400 rpm für 1 min mit Mikrotiterplattenaufsatz 
vortexen. 
? Chip in Agilent 2100 Bioanalyzer legen und das Programm starten. 
Die Auswertung erfolgt mit Hilfe der 2100 Expert Software (©Agilent Technologies). 
6.9.4. Reverse Transkription 
Da die Taq-DNA-Polymerase der PCR ausschließlich DNA vervielfältigen kann, wird mit 
Hilfe Reverser Transkriptasen die zuvor isolierte RNA in cDNA umgeschrieben. Reverse 
Transkriptasen sind virale Enzyme. Da es sich hierbei, im Vergleich zur Mehrzahl der 
zellulären Transkriptionsvorgänge, um genetische Informationsüberschreibung in 
umgekehrter Richtung handelt, spricht man von Reverser Transkription. Dabei binden 
zunächst Oligo-dT-Primer an die Poly-A-Region der mRNA am 3'-Ende des Transkripts (s. 
Abbildung 82 A). Von diesem Startpunkt aus synthetisiert die RNA-abhängige DNA-
Polymerase die komplementäre DNA in 5'→3'-Richtung (s. Abbildung 82 B). Nach Abschluss 
der Synthese des ersten cDNA-Stranges wird der mRNA-Strang von der Reversen 
Transkriptase abgebaut und durch einen zweiten cDNA-Strang ersetzt, woraus ein cDNA-
Doppelstrang resultiert (s. Abbildung 82 C). 
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Abbildung 82: Schematische Darstellung der Reversen Transkription. 
Für diese Reverse Transkription wird das QuantiTect® Reverse Transkription-Kit (QIAGEN) 
verwendet. Vor der eigentlichen Reversen Transkription findet ein zusätzlicher Abbau der 
genomischen DNA (gDNA) statt. Pro Reaktion werden 1 µg Gesamt-RNA in cDNA 
umgeschrieben. 
Arbeitsschritte: 
Die gesamte Aufarbeitung erfolgt auf Eis. 
? Verdünnung der isolierten RNA auf 1 µg mit H2Obidest. auf ein Volumen von 12 µl und 
Zugabe von 2 µl gDNA Wipe-out Puffer. 
? Inkubation bei 42 °C für 2 min. 
? Zugabe von 6 µl RT-Mastermix (4 µl 5 x RT-Puffer, 1 µl Primer Mix und 1 µl 
Reverse Transkriptase). 
? Inkubation bei 42 °C für 15 min.  
? Inaktivierung der Reversen Trankriptase durch Inkubation bei 95 °C für 3 min. 
Sofortige Lagerung der cDNA auf Eis, Lagerung bei - 20 °C für maximal 2 Monate möglich. 
6.9.5. Polymerase Kettenreaktion (PCR) 
Durch die PCR kann die DNA genspezifisch mit Hilfe einer hitzeresistenten DNA-
Polymerase in vitro vervielfältig werden. Dazu wird die Taq-Polymerase, die ursprünglich 
einem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus entstammt, eingesetzt. Für die PCR 
werden die zu amplifizierenden DNA-Matrizen und genspezifische Primer (QuantiTect® 
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Primer Assays; QIAGEN) eingesetzt. Die verwendeten Primer sind so konstruiert, dass sie 
eine Exon/Exon-Schnittstelle überspannen [QuantiTect® Primer Assay Handbuch]. Zu Beginn 
der PCR muss die HotStarTaq-DNA-Polymerase durch Inkubation bei 95 °C aktiviert werden. 
Für die Durchführung der quantitativen rtPCR wird das QuantiTect® SYBR Green PCR-Kit 
(QIAGEN) verwendet. 
Die PCR läuft in einer zyklischen Wiederholung von drei Schritten ab (Denaturierung, 
Annealing, Elongation). Bei der Denaturierung werden die cDNA-Matrize und die Primer 
durch Erhitzen in ihre Einzelstränge durch Aufbrechen beziehungsweise Aufschmelzen der 
Wasserstoffbrückenbindungen aufgetrennt (s. Abbildung 83, A). Durch Erniedrigung der 
Temperatur lagern sich die Primer spezifisch an die entsprechenden DNA-Sequenzen an 
(Annealing). Nachfolgend verlängert die hitzestabile Taq-DNA-Polymerase durch Bindung an 
das Primer-Template-Hybrid die DNA-Sequenz in 5`→3` Richtung unter Verbrauch von 
dNTPs (s. Abbildung 83, B). Das Temperaturoptimum der HotStarTaq-Polymerase wird in 
der Elongation erreicht. Dabei wird der komplementäre DNA-Strang bis zum Ende der 
Sequenz vervollständigt (s. Abbildung 83 C).  
 
Abbildung 83: Schematische Darstellung des Mechanismus der PCR. 
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Arbeitsschritte: 
? In eine 96-Loch Platte (Hard Shell WHT/WHT, BIO-RAD) werden 12,5 µl 
QuantiTect® SYBR Green PCR Master Mix (2 x) pro Loch vorgelegt.  
? Zugabe von 2,5 µl QuantiTect® SYBR Green Primer Assay (10 x) und 0,5 µl cDNA-
Template entspricht 25 ng RNA-Äquivalent als Duplikat. 
? Mit H2Obidest. wird auf ein Gesamtvolumen von 25 µl pro Well aufgefüllt und die 
Platte versiegelt (Microseal ’B’ Film, BIO-RAD). 
? Die Reaktion findet im Thermocycler (PTC-200, MJ Research mit optischer 
Messeinheit Chrom4™, BIO-RAD) mit folgendem PCR-Programm statt: 
 Inkubation bei 95 °C für 15 min, 
 Inkubation bei 94 °C für 15 s, 
 Inkubation bei 55 °C für 30 s, 
 Inkubation für 72 °C für 30 s, 
 Detektion der Fluoreszenz, 
 39 x Wiederholen der Schritte 2 – 5, 
 Bestimmung der Schmelzkurven von 40 °C - 60 °C in Schritten von 1 °C. 
 
Bei der quantitativen rtPCR wird parallel zur Amplifikation die DNA mit Hilfe des 
Fluoreszensfarbstoffes SYBR Green I quantifiziert. Die Quantifizierung erfolgt durch 
Fluoreszensmessung, da der Farbstoff in doppelsträngige DNA interkaliert. Der daraus 
gebildete Komplex absorbiert blaues Licht (λmax = 488 nm) und emittiert grünes 
(λmax = 524 nm), wodurch die Zunahme der Fluoreszenz gemessen werden kann. Zur 
Kontrolle der spezifischen Amplifikation der untersuchten Sequenz wird nach der PCR eine 
Schmelzkurvenanalyse durchgeführt, wobei bei einer spezifischen PCR-Reaktion jede 
Schmelzkurve einen einzelnen Peak aufweisen muss. Bei der Quantifizierung der 
Transkriptmenge handelt es sich um eine relative Quantifizierung, da sie auf ein nicht 
reguliertes Kontrollgen (house keeping-Gen) bezogen wird. In der vorliegenden Arbeit wurde 
das Kontrollgen ß-Actin eingesetzt. Die Quantifizierung erfolgt nach der  
∆∆CT-Methode. Dabei muss im exponentiell ansteigenden Bereich der Amplifikationskurve 
ein Schwellenwert (threshold) festgelegt werden. Dadurch kann jeder Amplifikationskurve 
ein PCR-Zyklen-Wert (threshold cycle, CT-Wert) zugeordnet werden. Die Berechnung der 
relativen Transkription (rT) erfolgt nach folgenden Formeln: 
 
 
Materialien und Methoden  
- 197 - 
∆CT = CTGen - CTß-Aktin 
∆∆CT = ∆CTTestsubstanz - ∆CTLösungsmittelkontrolle 
rT (relative Transkriptionsänderung) = 2-∆∆CT 
6.10. Untersuchung der Modulation der Genexpression  
Um die Modulation der Genexpression durch die Testsubstanz zu untersuchen wird mit Hilfe 
der Microarry-Technologie (SABiosciences™) gearbeitet. 
6.10.1. Zellinkubation und Isolierung der RNA 
Die Testsubstanz wird direkt vor der Inkubation in DMSO gelöst und entsprechend einer 
Endkonzentration von 1 % mit serumfreiem Medium angesetzt. Die Inkubation der HT29-
Zellen erfolgt für 3 h bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit. Bei jedem 
Experiment wird eine Lösungsmittelkontrolle mitgeführt, des Weiteren werden alle 
Inkubationen mit dem Zusatz von 100 U/ml Katalase durchgeführt um einer möglichen 
Akkumulation von H2O2 entgegenzuwirken. Die Isolierung der RNA erfolgt wie in Kapitel 
6.9.2 beschrieben mit Hilfe des RNeasy® Mini Kits (QIAGEN). 
6.10.2. Überprüfung der Reinheit der RNA 
Zur Überprüfung der notwendigen Reinheit der isolierten RNA wird eine 
Mikrogelelektrophorese mit dem Agilent 6000 Pico Assay (©Agilent Technologies), wie unter 
Kapitel 6.9.3 beschrieben, durchgeführt. 
6.10.3. Oligo GEArray® DNA Microarray Human Angiogenesis 
Mit dem Oligo GEArray® Human Angiogenesis Microarray (SABiosciences™) kann die 
Modulation der Expression von 113, mit der Angiogenese assoziierter Gene, untersucht 
werden. Eingeschlossen sind dabei für die Angiogenese wichtige Rezeptoren und ihre 
zugehörigen Liganden. Mit Hilfe des Arrays sollen mögliche Modulationen der Testsubstanz 
Delphinidin auf das Genexpressionsmuster von HT29-Zellen untersucht werden.  
Die isolierte Gesamt-RNA (s. Kapitel 6.10.1) wird enzymatisch mittels Reverser 
Transkription in cDNA umgeschrieben. Im Anschluss erfolgt die Markierung durch in vitro 
Transkription mit Biotin-16-UTP und einer RNA-Polymerase (TrueLabeling-AMP™ 2.0 
User Manual, Version 1.3). Nachfolgend muss die markierte, komplementäre RNA (antisense 
RNA) aufgereinigt werden (TrueLabeling-AMP™ 2.0 User Manual, Version 1.3). 
Anschließend erfolgt die Hybridisierung der markierten RNA mit immobilisierten 
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genspezifischen 60-mer Oligos, wodurch die Identifizierung der Gene auf Grund ihrer 
Position auf dem Microarray ermöglicht wird (s. Abbildung 84). Durchgeführt wurde der 
Assay anhand des Oligo GEArray® System User Manual, Version 3.2 (SABiosciences™).  
Abbildung 84: Schematischer Ablauf des Oligo GEArray® DNA Microarrays [modifiziert nach 
TrueLabeling-AMP™ 2.0 User Manual]. 
Arbeitsschritte: 
cDNA-Synthese 
? Auftauen der Komponenten G1, G3, H2O und G24 bei RT, Mischen und Lagerung auf 
Eis. G2, R1 und G25 verbleiben bei -20 °C und werden nur kurz vor der Verwendung auf 
Eis aufgetaut. 
? Zur Herstellung des Annealing-Mix werden 1,5 µg Proben-RNA und 1 µl G1 in ein 
steriles PCR-Tube vorgelegt und mit RNase-freiem H2O zu einem Endvolumen von 10 µl 
aufgefüllt. 
? Mischen der Lösung und Inkubation bei 70 °C für 10 min. Danach direkte Lagerung auf 
Eis. 
RNA
Biotin-UTP
Biotinylierte cRNA
GEArray®
Prehybridisierung
Hybridisierung
Chemilumineszenz 
Detektion
Detektierte GEArray ® Membran
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? Zur Herstellung des cDNA-Synthese-Master-Mix werden 4 µl RNase-freies H2O, 4 µl 5 x 
G3, 1 µl R1 und 1 µl G2 in einem Endvolumen von 10 µl zusammen pipettiert und nach 
Mischen auf Eis gelagert. 
? Zugabe von 10 µl des cDNA-Synthese-Master-Mix zum Annealing-Mix und nachfolgende 
Inkubation für 50 min bei 42 °C, gefolgt von 5 min bei 75 °C und Halten der Temperatur 
bei 37 °C. 
? Herstellung des Amplifikations-Master-Mix durch Mischen von 16 µl G24, 2 µl Biotin-
16-UTP (Roche Applied Science) und 2 µl G25 in einem Endvolumen von 20 µl, 
Lagerung auf Eis. 
? Die cRNA-Synthese-Reaktion erfolgt durch Zugabe von 20 µl des Amplifikation-Master-
Mix zur cDNA-Synthese-Reaktions-Lösung. Mischen der Lösung und Inkubation bei 
37 °C über Nacht. 
 
cRNA-Aufreinigung 
? Die RNA wird durch Zugabe von 60 µl RNase-freiem H2O zur cRNA-Synthese-
Reaktionslösung zu einem Endvolumen von 100 µl verdünnt, gefolgt von der Überführung 
der gesamten Reaktionsmischung in ein 1,5 ml RNase freies Tube. 
? Zugabe von 350 µl G6 und 350 µl 100 % Ethanol p. a. (Roche) und nach mehrmaligem 
Resuspendieren direkt auf das Zentrum der Spin-Säule aufgeben. 
? Zentrifugation bei 8 000 x g für 30 s, anschließendes Verwerfen des Durchflusses. 
? Waschen der Spin-Säule durch Zugabe von 600 µl G17. 
? Zentrifugation bei 8 000 x g für 30 s. 
? Zugabe von 200 µl G17 auf die Säule und Zentrifugieren bei 11 000 x g für 3 s. 
? Elution der cRNA von der Spin-Säule in ein frisches Elution-Tube durch Zugabe von 
50 µl RNase-freiem 10 mM Tris-Puffer (pH 8,0) auf die Säule. 
? Inkubation bei Raumtemperatur für 2 min mit nachfolgender Zentrifugation bei 8 000 x g 
für 1 min. 
? Lagerung der aufgereinigten cRNA auf Eis und Quantifizierung der cRNA mittels 
Nanodrop®-Spektralfotometer. Die cRNA kann bei -20 °C für 1 – 5 Tage gelagert werden. 
 
Hybridisierung 
? Äquilibrieren der Hybridisierungstubes auf RT. 
? Befeuchten der GEArray Membran mit 5 ml DEPC-H2O für mindestens 5 min unter 
gelegentlichem Wenden. 
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? Aufwärmen der GEAhyb-Hybridisierungslösung auf 60 °C, wobei die Lösung 
regelmäßig gemischt wird . 
? Entfernen des DEPC-H2O und Zugabe von 2 ml vorgewärmter GEAhyb-
Hybridisierungslösung, gefolgt von vorsichtigem Vortexen. 
? Vorhybridisierung im Hybridisierungsofen bei 60 °C für 1 – 2 h (maximal bis zu 72 h) 
mit 5 – 10 Umdrehungen pro min.  
? Die Zielhybridisierungslösung wird durch Zugabe der Biotin-markierten cRNA zu 
0,75 ml der vorgewärmten GEAhyb-Hybridisierungslösung hergestellt. Diese wird 
gemischt und die Lösung auf 60 °C temperiert. 
? Verwerfen der Vorhybridisierungslösung und Zugabe der Zielhybridisierungslösung in 
das Hybridisierungstube. 
? Hybridisierung über Nacht (18 h) bei 60 °C und konstanten 5 – 10 Umdrehungen pro 
min. 
? Vorwärmen der Waschlösung I und Waschlösung II auf 60 °C. 
? Überführen der Hybridisierungslösung in ein neues 1,5 ml Eppendorfgefäß und 
Lagerung bei -20 °C. 
 
Chemilumineszenz Detektion 
? Zum Hybridisierungstube werden 5 ml Waschlösung I hinzugegeben, kurz gevortext 
und im Hybridisierungsofen bei 60 °C und 20 – 30 Umdrehungen pro min 15 min 
gewaschen. Nachfolgendes Verwerfen der Waschlösung. 
? Zugabe von 5 ml Waschlösung II in das Hybridisierungstube, kurzes Vortexen und 
waschen im Hybridisierungsofen bei 60 °C und schnellen 20 – 30 Umdrehungen pro 
min. Wichtig ist hierbei die genaue Einhaltung der Waschzeit von exakt 15 min. 
Nachfolgend die Waschlösung verwerfen. 
? Äquilibrieren des Hybridisierungstubes auf RT. 
? Durch Zugabe von 2 ml GEAblocking Lösung Q Blocken des OligoGEArrays, kurz 
Vortexen und anschließende Inkubation bei 20 – 30 Umdrehungen pro min für 40 min. 
? Herstellung von 1 x Puffer F und des Alkalische-Phosphatase-konjugierten 
Streptavidin-Puffers (AP-SA-Puffer) durch Zugabe von 2 µl Alkalische-Phosphatase-
konjugiertem Streptavidin in 16 ml 1 x Puffer F (1:8 000). 
? Verwerfen der GEAblocking Lösung Q und Zugabe von 2 ml AP-SA-Puffer, kurzes 
Vortexen und exakte Inkubation bei RT bei 5 – 10 Umdrehungen pro min für 10 min, 
wodurch das Alkalische-Phosphatase-konjugierte Streptavidin gebunden wird. 
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? 4-maliges Waschen mit je 4 ml 1 x Puffer F bei 5 – 10 Umdrehungen pro min für 
5 min. Nach jeder erneuten Zugabe des Puffers F kurzes Vortexen. 
? 2-maliges Waschen der Membran mit 3 ml Puffer G durch 3-maliges Wenden des 
Hybridisierungstubes. 
? Zugabe von 1 ml CDP-Star Chemilumineszenzsubstrat in das Hybridisierungstube und 
Inkubation bei RT und 5 – 10 Umdrehungen pro min für 4 min im 
Hybridisierungsofen. 
? Vorsichtiges Entnehmen der Membran und Abtropfen der Reste des Substrates. 
? Glatte und luftblasenfreie Aufgabe der Membran auf den Detektionstisch und sofortige 
Detektion mittels LAS-3000 Image Reader (Fujifilm). Auswertung mit AIDA Image 
Analyser Multilabeling v.3.5.2.  
 
Reagenzien: 
20 x SSC 
175,3 g  NaCl (pH 7,0) 
  88,2 g  Natriumcitrat Dihydrat 
Mit H2Obidest. auf 1 l auffüllen. 
 
20 % SDS 
200 g  Natriumdodecylsulfat  
Mit H2Obidest. auf 1 l auffüllen. 
 
Waschlösung I 
10 ml  20 x SSC  
  5 ml  20 % SDS 
85 ml  H2Obidest. 
 
Waschlösung II 
0,5 ml  20 x SSC 
2,5 ml  20 % SDS 
 97 ml  H2Obidest. 
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6.11. Materialienverzeichnis 
Verbrauchsmaterialien Hersteller 
Costar®, 96-Loch, steril Corning, N. Y., USA 
Deckgläser Menzel-Gläser 
Eppendorfreaktionsgefäße (0,2, 0,5, 1,5, 2,0 ml) Sarstedt AG & Co, Nümbrecht 
Glaspipetten VWR 
Hard Shell WHT/WHT BIO-RAD 
Kulturflaschen Sarstedt AG & Co, Nümbrecht 
Microseal B Film BIO-RAD 
Multipettenaufsätze (1, 5, 10 ml) Eppendorf 
Neubauer-Zählkammer Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Pipettenspitzen (blau, gelb, klar) Sarstedt AG & Co, Nümbrecht 
Pipettenspitzen (5 ml) VWR 
Pasteurpipetten Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Petrischalen, d = 5, 10 cm Sarstedt AG & Co, Nümbrecht 
13, 15, 50 ml Röhre Sarstedt AG & Co, Nümbrecht 
Superfrost® Objektträger Menzel-Gläser 
TC-Platten, 24-Loch, steril Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
TC-Platten, 96-Loch Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Whatman Nitrocellulose Transfer Membran Whatman und Schleicher & Schuell 
1,5 mm Whatman Papiere Whatman und Schleicher & Schuell 
Zellschaber, 25 cm, steril Sarstedt AG & Co, Nümbrecht 
Chemikalien:  
ABTS®-Puffer Boehringer, Mannheim 
Aceton p. A. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
N-Acetylglukosamin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Adenosintriphosphat (ATP) Alexis® Biochemicals, Lausen, CH 
Ammoniumpersulfat (APS) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Aprotinin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Biotin-16-UTP Roche Applied Science 
Bromphenolblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Bovine Serum Albumin Fraktion V (BSA) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Bovine Serum Albumin-Standard Pierce Biotechnologie, Rockford, USA 
n-Butanol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
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Calciumchlorid Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Coomassie Brilliant Blue G250 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
DAPI/SR101 Partec GmbH, Münster 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Essigsäure 100 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Ethanol (EtOH) p. A. Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Ethylenglykoltetraessigsäure (EGTA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Glycerol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Glycerolphosphat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Glycin Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
HEPES  Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Igepal CA-300  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Isopropanol, p. A. Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Kaliumchlorid (KCl) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Kaliumhydrogenphosphat (KH2HPO4) Riedel-de Haën, Honeywell, Seelze 
Magnesiumacetat (MgAc2 x 4 H2O) Merck KGaA, Darmstadt 
Ladepuffer 1 x SDS Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Luminol-Lösung 20 x (LumiGlo) Roche Applied Science 
Magnesiumchloridhexahydrat (MgCl2 x 6 H2O) Merck KGaA, Darmstadt 
ß-Mercaptoethanol Fluka, München 
Methanol (MeOH) Merck KGaA, Darmstadt 
Milchpulver Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Natriumazid (NaN3) Riedel-de Haën, Honeywell, Seelze 
Natriumchlorid (NaCl) Merck KGaA, Darmstadt 
Natriumdesoxycholat Merck KGaA, Darmstadt 
Natriumfluorid (NaF) Merck KGaA, Darmstadt 
Na-β-Glyzerolphosphat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Riedel-de Haën, Honeywell, Seelze 
Natriumpyrophosphat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Natriumorthovanadat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
o-Phosphorsäure Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
PIPES Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Poly(Glu;Tyr) 4:1-Lösung Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Proteaseinhibitor complete Roche, Basel, CH 
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Rotiphorese 30 (37,5:1), Acrylamid 30 % wässrige 
Lösung mit 0,8 % N, N’-Methylenbisacrylamid 
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Salzsäure 37 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
SeeBlue Plus2 Pre-stained Standard Invitrogen, Carlsbad, USA 
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Sulforhodamin B (SRB) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Trichloressigsäure Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Tris(hydroxymethyl-)aminomethan (Tris) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Tris-Base Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Triton® X-100 Serva GmbH, Heidelberg 
Tween® 20 (Polyoxyethylensorbitanmonolaurat) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Testsubstanzen und Feinchemikalien  
AE02, AE03B, Bohnapfel (BA) Prof. Dietrich, Forschungsanstalt Geisenheim 
Gallussäure Sigma Aldrich Chemie GmbH, München 
G-Sepharose Amersham Bioscience 
GST-Kinasen (EGFR, ErbB2, VEGFR2, -3, IGF1R) ProQinase, Freiburg 
Delphinidin Extrasynthese, Frankreich 
EGF Calbiochem 
Heregulin VWR 
Katalase Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Malvidin Extrasynthese, Frankreich 
Mirtocyan Prof. Gescher, University of Leicester, England 
Oenocyanin Prof. Gescher, University of Leicester, England 
PAE Prof. Raul, Université Louis-Pasteur, Straßburg, 
Frankreich 
Tyrphostin AG1478, AG879 Sigma Aldrich Chemie GmbH, München 
Kits:  
QuantiTect® Reverse Transcription QIAGEN GmbH, Hilden 
QuantiTect® SYBR Green PCR-Kit QIAGEN GmbH, Hilden 
RNeasy Mini Kit QIAGEN GmbH, Hilden 
Amplex® Red Assay  SaBiosciences, Frederick, USA 
Oligo GEArray® Microarray GA-034 SaBiosciences, Frederick, USA 
TrueLabeling-AMP™ 2.0 Agilent technologies, Böblingen 
Agilent RNA 6000 Pico Kit Agilent technologies, Böblingen 
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Antikörper:  
Anti-rabbit antibody, HRP-linked IgG  Santa Cruz, Heidelberg 
Goat anti-mouse, HRP-linked IgG Cell Signaling Technology 
Mouse anti-goat, HRP-linked IgG Santa Cruz, Heidelberg 
Anti-EGFR/Anti-phosphoEGFR (1173) Santa Cruz, Heidelberg 
Anti-ErbB2/Anti-phosphoErbB2 (1248) Santa Cruz, Heidelberg 
Anti-ErbB3 Santa Cruz, Heidelberg 
Anti-phosphoErbB3 (Tyr1228) Cell Signaling Technology  
Anti-Akt/Anti-phosphoAkt (Ser473) Santa Cruz, Heidelberg 
Anti-Bad/Anti-phosphoBad (Ser136) Santa Cruz, Heidelberg 
Anti-β-Catenin Santa Cruz, Heidelberg 
Anti-ERK/Anti-pERK Santa Cruz, Heidelberg 
Anti-GSK3β/Anti-phosphoGSK3β (Ser9) Santa Cruz, Heidelberg 
Anti-Phosphotyrosine PY20-HRP linked BD Transduction Laboratories 
Anti-α-Tubulin  Santa Cruz, Heidelberg 
Anti-VEGFR3 R&D Systems 
Anti-VEGFR2 Santa Cruz, Heidelberg 
QuantiTect® Primer Assays: QIAGEN GmbH, Hilden 
Zellkultur:  
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium  Invitrogen, Carlsbad, USA 
Fötales Kälberserum Invitrogen, Carlsbad, USA 
Humane Kolonkarzinomzelllinie HT29 Invitrogen, Carlsbad, USA 
L-Glutamin Invitrogen, Carlsbad, USA 
RPMI 1640 Medium Invitrogen, Carlsbad, USA 
Penicillin/Streptomycin 10000 I. U./10000 µg/ml Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Trypanblau-Lösung Serva GmbH, Heidelberg 
Trypsin (Rinderpankreas 3,6 U/ mg)  
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6.12. Geräteverzeichnis 
Gerät: Modell, Firma:
Autoklav Systec D-150, Systec GmbH, Weitenberg 
Bioanalyzer Agilent 2100 Bioanalyzer G2939A, Agilent, 
Waldbronn 
Blotter PerfectBlue Semi-dry Elektroblotter, PeqLab, 
Sandford, UK 
Brutschrank WTB-Binder CO2-Brutschrank CB210, Binder, 
Tuttlingen 
Geldokumentationsgerät LAS-3000 Fujifilm intelligent dark box, B 00001851, 
Software: Image Reader LAS 3000 V2.1; AIDA 
V3.52.046, Raytest Isotopenmeßgeräte GmBH 
Gelelektrophorese PerfectBlue™, Vertical Electrophorese System, 
PeqLab) 
Glas-/Handhomogenisator Wheaton
Kühl-/Gefrierschränke/ - 80 °C Ultra-
tiefkühlschränke 
Liebherr Premium und Comfort (4 °C, -20 °C), 
Liebherr 
Ultra low temperature freezer, Modell U725-86 
EUBiofreezer, New Brunswick 
Magnetrührer 
IKA® RH basic 2, IKA®-Werke, Staufen 
Magnetic Stirrer HI 300N, HANNA instruments 
Mikrotiterplattenleser Vicor³V 1240 Multilable Counter, Perkin Elmer 
Mikroskop Inversmikroskop Axiovert 40C, Zeiss 
Objektive: A-Plan, 5 x/ 0,12 Ph0, CP-A Chromat            
10 x/ 0,25 Ph1 
Okular: PL 10 x/ 18 
Durchlicht/Fluoreszenzmikroskop Axioskop, Zeiss 
Objektiv: Plan-Neoflux 100 x/ 1,3, oil 440480 
Okular: Pl 10 x/ 20 
Filter: 365 FT 395, LP 420 
UV: BP 450-490, FT 510, LP 520 
pH-Meter pH 211 Microprocessor pH Meter, Elektrode: 1420-
040, HANNA instruments 
Messkette: Mettler Toledo, Inlab 408/120 
Pipetten, Multipetten, Pipettus Multipette Plus, Eppendorf
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Eppendorf Research P 2,5 -P 5000, Eppendorf 
Pipettus Akku, Hirschmann Laborgeräte 
Pumpen Vakuumsaugpumpe Laboport® (KNF Neuberger)
Hitachi L-6210 Intelligent Pump (Merck) 
Schüttler Thriller, 1,5 ml, Peqlab Biotechnologies, Erlangen
Überkopfschüttler Roto-Shake-Genie, Peqlab 
Biotechnologies, Erlangen  
Mini Rocker MR-1, Peqlab Biotechnologies 
Sterilbank KR-130 BW, Kojair Tech Oy, Finnland 
Heraeus HS12, Heraeus instruments, Hanau 
Thermocycler MJ Research PTC-200, Peltier Thermal Cycler 
Thriller, Peqlab Biotechnologies, Erlangen 
Trockenschrank Heraeus, Memmert, Heraeus instruments, Hanau 
Ultraschallstab Sonifier 450, Brandson
Vortex Vortex MS Minishaker IKA®, VWR 
Vortex Genie 2TM, Bender und Hobein AG 
Waagen Analysenwaage CP124 S, Sartorius AG, Göppingen
Grobwaage 1574 MP8-2, Sartorius AG, Göppingen 
Wasserbad SW-2004, VWR
Zentrifugen Tischzentrifuge, 5415 Eppendorf AG, Hamburg  
Tischzentrifuge, 5415C Eppendorf AG, Hamburg  
Tischzentrifuge, 5417R, Eppendorf AG, Hamburg 
Zentrifuge 5804R, Eppendorf AG, Hamburg 
Zytofuge, Megafuge 1.0R, Heraeus, Thieme 
Labortechnik GmbH 
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8.1. Abstrakt der Dissertation (deutsch) 
Im Fokus der vorliegenden Dissertation standen die Aufklärung möglicher chemopräventiver 
Wirkungen polyphenolreicher Apfel- und Beerenextrakte sowie des Inhaltsstoffes Delphinidin 
und dessen Abbauprodukt Gallussäure, auf ein Spektrum an Rezeptortyrosinkinasen (RTK). 
Im isolierten System konnten die Testsubstanzen als potente Hemmstoffe der 
Proteintyrosinkinaseaktivität des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR), des ErbB2-
Rezeptors, der vaskulären endothelialen Wachstumsfaktorrezeptoren 2, -3 (VEGFR2,3) sowie 
des insulinähnlichen Wachtumsfaktorrezeptors1 identifiziert werden.  
Die Hemmung der Aktivität des ErbB- und VEGF-Rezeptorsystems konnte mittels Western 
Blot Analyse in humanen Vulvakarzinomzellen und Schweineaorten-Endothellzellen 
verifiziert werden. Dabei stellten sich die Extrakte und Delphinidin als potente 
Breitbandhemmstoffe der Kanzerogenese-assoziierten RTK dar. Als gemeinsame 
Wirkqualität der Apfel-, Beerenextrakte und Delphinidin konnte die hochpotente Hemmung 
der Aktivität des ErbB3-Rezeptors erfasst werden. Ein Beitrag von Gallussäure an der 
Hemmwirkung von Delphinidin erscheint dabei unwahrscheinlich. Aufbauend auf der 
Hemmwirkung von Delphinidin auf den ErbB3-Rezeptor, erfolgte die Untersuchung des 
nachgeschalteten Phosphatidylinositol-3-Kinase-Signalweges. Dabei konnte erfolgreich die 
Weiterleitung eines pro-apoptotischen Signales an das nachgeschaltete Schlüsselelement 
dieses Signalweges, Akt und die GSK3β gezeigt werden. Neben der Hemmung der Aktivität 
des ErbB3-Rezeptors wurde gleichzeitig eine Verringerung des endogenen ErbB3-
Rezeptorlevels durch einen procyanidinreichen Apfelextrakt und Delphinidin ersichtlich. Die 
Verringerung der ErbB3-Rezeptor mRNA-Menge durch Delphinidin konnte auch auf 
Transkriptionsebene bestätigt werden.  
Aus den Untersuchungen auf Proteinebene muss die vollständige Hemmung der Aktivität des 
VEGFR3 durch die anthocyanreichen Beerenextrakte und Delphinidin hervorgehoben 
werden, wodurch ein möglicher anti-lymphangiogenetischer Einsatz denkbar scheint. Darüber 
hinaus spiegelten sich die anti-angiogenetischen Eigenschaften von Delphinidin auch in einer 
Verminderung der Expression für die humane Angiogenese wichtiger Gene (Endoglin; Ephrin 
A1, -2, B2; Laminin alpha 5; TIMP-1; TNFSF12; VEGFb) wider.  
Abschließend konnte innerhalb einer in vivo-Studie die chemopräventive Wirkung der 
anthocyanreichen Extrakte im ApcMin-Mausmodell erfolgreich mit der Verminderung der den 
Rezeptoren nachgeschalteten Signalelementen phosphoERK und Akt korreliert werden. 
Dadurch wurden für weiterführende Untersuchungen zur chemopräventiven Wirkung 
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polyphenolreicher Extrakte und Verbindungen wichtige potentielle in vivo-Biomarker 
identifiziert. 
8.2. Abstract (English) 
Focus of this work was the identification of chemopreventive effects of apple- and berry 
extracts, delphinidin and its degradation product gallic acid on receptor tyrosine kinases 
(RTK). The extracts and delphinidin were characterized as potent inhibitors of the protein 
tyrosine kinase activity of the epidermal growth factor receptor 1 (EGFR), ErbB2-receptor, 
vascular endothelial growth factor receptor 2, 3 (VEGFR2,-3) and IGF1R using an enzyme 
linked immunosorbent assay. Furthermore the extracts and delphinidin decreased the activity 
of the receptors of the ErbB- and VEGF-receptor family in the cellular context of human 
vulva carcinoma and porcine endothelial cells, assessed by Western blot analysis. The extracts 
and delphinidin were identified as potent broad band inhibitors of a spectrum of RTK 
associated with cancerogenesis, whereas the more potent inhibition of the activity of the 
ErbB3-receptor has to be highlighted.  
A contribution of the degradation product gallic acid to the potency of Delphinidin is unlikely. 
Subsequently of the potent inhibition of the ErbB3-receptor by delphinidin effects on the 
downstream phosphatidylinositol-3-kinase cascade were examined. A transduction of a pro-
apoptotic signal on the signaling element Akt and on the GSK3β was shown. In addition to 
the reduction of the ErbB3-receptor activity a decrease in the endogenous level of the receptor 
was observed after incubation with a procyanidine rich apple extract and delphinidin. The 
decrease of the endogenous receptor protein caused by delphinidin was verified on 
transcription level. 
Amongst the Western blot experiments the complete inhibition of the activity of the VEGFR3 
by berry-extracts and delphinidin has to be emphasized, possibly indicating an anti-
lymphangiogenic application. Additionally anti-angiogenic properties of Delphinidin were 
reflected in a decrease of the expression of crucial angiogenic-genes.  
In an in vivo ApcMin-mouse study the chemopreventive properties of berry-extracts were 
correlated with a reduction of the downstream receptor elements phosphoERK and Akt. 
Therefore potential in vivo biomarkers of the chemopreventive properties of polyphenol-rich 
compounds were successfully characterized.  
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